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Resumen 
La hidroxiapatita (HA) es el fosfato de calcio más usado para aplicaciones biomédicas, 
especialmente por su mimetismo con la fase mineral del tejido óseo, sus buenas 
propiedades osteoconductivas y su excelente biocompatibilidad.  Aunque existen diversas 
técnicas para sintetizar la HA, este proyecto se centra en su obtención a partir de procesos 
de mineralización de polímeros a partir de soluciones acuosas. Una aplicación de esta 
estrategia es la impresión y mineralización simultanea de andamios tridimensionales 
mediante la técnica de robocasting para aplicaciones en el ámbito de la Ingeniería de 
tejidos.  
En este proyecto, se precipitaron filamentos mineralizados a partir de dos soluciones 
separadas, una rica en iones calcio y otra rica en iones fosfato. La solución de fosfato 
contiene un hidrogel, la  carboximetil celulosa (CMC), que proporciona una viscosidad 
adecuada y suficiente resistencia mecánica para mantener la forma de los precipitados. Se 
inyectó la solución polimérica/fosfato en las soluciones de sales de calcio para obtener 
precipitados mineralizados. Durante los ensayos, se variaron diferentes parámetros que 
tienen un efecto en la precipitación: la concentración en iones calcio y fosfato, la 
concentración del polímero, el solvente utilizado y la adición de un agente de nucleación.   
Los análisis de difracción de rayos X revelan que los precipitados obtenidos están 
compuestos de varias fases minerales según el medio de inyección. Se obtuvieron 
mayoritariamente filamentos con cristales de HA y minoritariamente filamentos con cristales 
de Monetita o Brushita. Las imágenes SEM confirmaron la presencia de las fases minerales 
pero revelan también que la precipitación no ocurre en volumen sino en la superficie de los 
filamentos en el caso de las concentraciones elevadas de CMC. En cambio se observó la 
presencia de precipitados en el volumen del filamento cuando se disminuyó la concentración 
de CMC, lo cual afectó dramáticamente la resistencia de éstos.  
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1. Glosario 
Bioactividad: Capacidad de un material de formar un enlace químico directo con el hueso 
circundante, sin formación de una capa fibrosa interpuesta entre el material y el hueso 
Biocompatibilidad: Capacidad de un material para llevar a cabo sus prestaciones con 
una respuesta apropiada del huésped en una situación específica, sin respuesta 
inflamatoria aguda o crónica durante su implantación e incorporación 
Biomaterial: Material de sustancia natural o sintética, o combinación de sustancias, del 
que se pretende que actúe interfacialmente con sistemas biológicos con la finalidad de 
evaluar, tratar, aumentar o substituir algún tejido, órgano o función del organismo 
CDHA: Hidroxiapatita deficiente en calcio, cuya fórmula química es Ca10-x(HPO4)x(PO4)6-
x(OH)2-x 
Hydroxiapatita : Elemento principal de la fase mineral del hueso cuya fórmula química es 
Ca10(PO4)6OH)2 
Osteoconductividad: Propiedad de un material para actuar de soporte guiando el 
crecimiento óseo, por medio de la invasión vascular y celular proveniente del tejido óseo 
vivo del receptor 
Osteogénesis: Desarrollo y formación de tejido óseo a partir de células osteoformadoras 
como los osteoblastos 
Osteoinducción: Capacidad de un material para promover la diferenciación celular hacia 
la síntesis de matriz ósea mineralizada 
Reabsorción o resorción: Capacidad que tiene un biomaterial a degradarse ya sea por 
vía química o biológica 
Regeneración: Restitución progresiva del biomaterial por el tejido óseo 
Tejido conectivo: Material constituido por un conjunto de células iguales o poco 
diferentes que se diferencian para especializarse, y que se organizan de manera regular; 
tienen también un comportamiento coordinado y un origen embrionario común
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2. Introducción  
2.2. Utilización de los biomateriales en el ámbito de la 
Ingeniería de tejidos   
Durante los últimos años, el uso de biomateriales para la regeneración del hueso se ha 
desarrollado ampliamente debido a la constante demanda en el ámbito hospitalario y 
también por las limitaciones inherentes que supone el uso de tejidos procedentes del mismo 
paciente u otros donantes. Su campo de aplicación es importante en el ámbito de la 
medicina regenerativa y son especialmente necesarios para ciertas enfermedades del hueso 
(enfermedades periodontales, ablaciones de quistes o quirúrgicas de resección de tumores ) 
y para fracturas con pérdida importante de hueso, cuyo tamaño es superior al crítico 
(accidentes de carretera). En este caso, el hueso no se puede consolidar de manera 
espontánea y resulta necesaria la utilización de un injerto o biomaterial.  
La investigación en el ámbito de la biomedicina ha permitido el desarrollo de andamios 
osteoconductivos y bioactivos capaces de soportar el crecimiento de las células óseas y 
sustituir  los injertos. Estos andamios son además biocompatibles e imitan las propiedades 
del hueso natural. Actualmente, los injertos óseos (autoinjertos y aloinjertos)  son  el 
estándar  de la cirugía. Sin embargo el riesgo de transmisión de enfermedades,  el dolor 
crónico ocasionado por la extracción o la falta de donantes representan cada vez más un 
problema para las autoridades sanitarias, los cirujanos y los pacientes que apuntan hacia 
estrategias sustitutivas.  
Hoy en día, son numerosas las investigaciones enfocadas al desarrollo de biomateriales con 
propiedades diversas. Se busca que el biomaterial tenga capacidad de reabsorberse para 
que gradualmente quede sustituido por el tejido óseo natural, que tenga una densidad baja, 
y que se pueda moldear. Además, debe proporcionar buenas propiedades osteoconductivas 
y osteoinductivas, ser biocompatible y presentar una microestructura parecida a la del hueso 
natural, es decir proporcionar una porosidad adecuada para permitir la actividad celular. 
Además de ser biocompatibles y osteoconductivas, las biocerámicas son los biomateriales 
que cumplen mejor las condiciones anteriores. En este proyecto, nos focalizamos en la 
hidroxiapatita, una cerámica altamente biocompatible y fácil de procesar que ha superado 
cualquier otro material en cantidad en el ámbito de la medicina regenerativa. 
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2.3. Objetivos del proyecto 
En este proyecto, se tratará de llevar a cabo dos objetivos: obtener un producto mineralizado 
a partir de dos soluciones, por un lado una solución que contiene iones de calcio y por otro 
lado una solución que contiene iones de fosfato junto con un hidrogel.  
Como segundo objetivo se intentará imprimir estructuras en 3D a partir del producto óptimo 
obtenido en la primera etapa. El producto final debe tener suficientes propiedades 
mecánicas, ser biocompatible para desempeñar de manera  óptima su papel en el ámbito de 
la medicina regenerativa aplicada a la regeneración del hueso. 
Por lo tanto, este informe empieza con un breve resumen de las nociones fundamentales del 
hueso y de las biocerámicas para la regeneración óptima del hueso. A continuación se 
describirán los experimentos para llevar a cabo los dos objetivos. Se presentarán las 
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3. Fundamentos teóricos  
3.1. El hueso  
3.1.1. Funciones del hueso  
El hueso se define como un tejido conectivo denso, y es el único tejido duro junto con el 
diente. En el organismo, tiene varias funciones importantes, especialmente biológicas y 
mecánicas.  
En el aspecto mecánico, permite [1]: -­‐ la protección de los órganos vitales (el cráneo para proteger el cerebro, el tórax 
para proteger los pulmones y la columna para proteger la medula espinal) -­‐  la movilidad del cuerpo (sirve de sitios de fijación de los músculos mediante los 
tendones, así permite el movimiento del cuerpo entero)  
En el aspecto biológico, permite: -­‐ la  homeostasis, es decir la regulación del metabolismo de ciertos iones (Ca, Na, 
H, Mg, P) -­‐ la hematopoyesis, es decir la producción de las células sanguíneas. 
 
3.1.2. Tipología del hueso 
Los huesos tienen una variedad de formas y estructuras distintas (Figura 3.1.a y Figura 
3.1.b). 
A) Según su forma, se pueden separar en 3 grupos [3]: -­‐ Los huesos largos: son el tipo de hueso por los cuales predomina la longitud 
sobre sus otras dimensiones. Tienen dos extremos (epífisis y un cuerpo (diáfisis). El 
epífisis y el diáfisis están conectados por un área de crecimiento llamado metáfisis. 
Son huesos duros y densos como el fémur -­‐ Los huesos cortos: reciben esa denominación debido a que sus tres dimensiones 
son relativamente similares. A ese grupo, pertenecen los carpos y tarsos situados 
respectivamente en las manos y pies 
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-­‐ Los huesos planos: se destacan por su longitud y por el ancho, por sobre el 
espesor. Por ejemplo, la caja torácica o los huesos del cráneo (parietal y frontal) 






















B) Según la estructura, se puede distinguir en todos los huesos, dos partes 
fundamentalmente distintos.  
El hueso cortical o compacto forma la parte externa de los huesos. Es denso, duro y 
resistente así que permite proteger la parte interna de los huesos. Constituye la pared del 
diáfisis (huesos largos) y se compone de unidades llamadas osteonas o sistema 
Haversiano. El centro de cada osteona contiene un canal, denominado canal de Haversiano, 
en el cual la sangre y las terminaciones nerviosas pasan.  
En el interior se encuentra el hueso trabecular o esponjoso que tiene una textura esponjosa. 
A la diferencia del hueso compacto, no contiene osteonas. Se compone de trabéculas 
separados por láminas intersticiales dispuestas de forma irregular para formar tabiques que 
contienen la médula ósea roja. El hueso esponjoso es el principal constituyente de las 
epífisis de los huesos largos y del interior de la mayor parte de los huesos [4, 5, 6]. 
Figura 3.1.a: Tipos de huesos según la forma [2]	  



















El hueso cortical siempre rodea el hueso trabecular aunque el espesor de cada capa 
depende del papel del hueso en el organismo (varia con los requisitos). Los huesos cortical 
y trabecular se diferencian también por el grado de porosidad : el hueso trabecular es más 
poroso (desde 30 hasta 90 %) que el hueso cortical (desde 5 hasta 30 %). El conjunto está 
rodeado por una membrana densa y fibrosa llamada periostio, que deja pasar vasos 
sanguíneos y fibras nerviosas [4, 6]. 
 
3.1.3. Composición del hueso 
El hueso es un material altamente mineralizado aunque se compone de dos fases distintas 
[1, 6]: -­‐ la fase orgánica (30 %) contiene células (osteoblastos, osteoclastos y osteocitos), 
la matriz extracelular de proteínas y fibras de colágeno tipo I -­‐  la fase mineral o inorgánica (70 %) contiene la hidroxiapatita biológica  (95%), 
cristales de apatita ósea impura con alta concentración de carbonato, y pequeñas 
cantidades de Mg2+, Na+, K+, F-, Cl-, etc… 
Contiene también agua que se coloca en la matriz orgánica.  
Figura 3.1.b: Estructura del hueso [7]	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La fase inorgánica confiere dureza, rigidez, y resistencia a la compresión al tejido óseo 
mientras que la fase orgánica, mediante las fibras de colágeno, proporciona flexibilidad, 
resistencia a la tensión y la capacidad de deformarse elásticamente y plasticamente 




La parte mineral del hueso se compone especialmente de iones de calcio y fosfato, que se 
encuentran en forma de cristales de hydroxyapatita biológica no-estequiométrica, también 
llamada hidroxiapatita deficiente en iones de calcio (CDHA) cuya formula es :  
Ca10-x(HPO4)x(PO4)6-x(OH)2-x 
El valor de x puede variar de 0 a 1. Para la hydroxyapatita estequiométrica no biológica HA 
(no presente en el hueso), x = 0.  Para la hidroxiapatita deficiente en calcio, 0 < x ≤ 1.  
A primera aproximación, la CDHA se considera como la HA estequiométrica pero con falta 
de algunos iones. De hecho, cuanto más faltan iones de calcio, mayor son las 
imperfecciones y el desorden en la estructura de la CDHA [8].  
Fases del 
hueso 






















Resistencia a la compresión  
Flexibilidad 
Resiliencia 
Resistencia a la tensión  
Tabla 3.1: Composición y propiedades del hueso [1, 5, 6] 
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El hueso es un material compuesto constituido por una disposición compleja de 
subunidades formados a partir de cristales nanométricos de HA incrustadas en una matriz 
de colágeno [10]. Estos cristales se disponen alrededor de las fibrillas de colágeno como 
esta descrito en Figura 3.1.d. Además, el colágeno se compone de tres cadenas de 
polipéptidos formando una molécula estable en forma de triple hélice. Las moléculas se 
alinean entre sí formando las fibrillas de colágeno, que se agrupan en haces par formar la 
definitiva fibra de colágeno. La orientación de las fibras de colágeno cambia de capa a 
capa lo que da una estructura lamelar [11]. 
 
 
Figura 3.1.c: Características de la CDHA [8, 9] 
Figura 3.1.d: Organización jerárquica del hueso [12]	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3.1.4. Las células del hueso 
El hueso es un tejido metabólicamente activo y sigue siéndolo a lo largo de la vida de un 
individuo. Además, está bastante vascularizado y es capaz de remodelarse y regenerarse, 
eso gracias a la intervención de células óseas específicas contenidas en la fase orgánica. 
• Las células osteoprogenitoras provienen del mesénquima. Se encuentran en la 
capa celular interna del periostio y en el endostio. Su diferenciación depende de 
las condiciones del medio: si la tensión parcial de oxígeno es alta, se diferenciarán 
en osteoblastos, sino se desarrollan en células condrógenas. 
• Los osteoblastos derivan de las células osteoprogenitoras. Son las células que 
forman el tejido de la matriz ósea pero han perdido la capacidad de dividirse por 
mitosis. Son responsables del depósito de la matriz extracelular y de su 
mineralización : sintetizan la fase orgánica (proteína osteoide) segregando  
colágeno y otros materiales utilizados para la construcción del hueso. Los 
osteoblastos se encuentran en las superficies óseas, y a medida que segregan los 
materiales de la matriz ósea, poco a poco los va envolviendo, convirtiéndolos en 
Osteocitos.  
• Los osteoclastos son responsables de la degradación y resorción ósea. Secretan 
enzimas y ácidos que degradan la matriz ósea en las superficies de resorción 
(erosionan el hueso mineralizado). Son células multinucleadas de gran tamaño 
que derivan de las células hematológicas. Se localizan en las superficies óseas en 
una cavidad llamada laguna de resorción o laguna de Howship. Los osteoclastos 
se forman por la fusión de varias células mononucleares derivadas de una célula 
madre sanguínea de la médula ósea, mostrando muchas propiedades de los 
macrófagos. 
• Los osteocitos provienen de los osteoblastos. Se encuentran en el hueso 
completamente formado (hueso maduro) ya que residen en lagunas en el interior 
de la matriz ósea mineralizada. Son similares a los osteoblastos (no pueden 
dividirse tampoco), pero menos activos. Su función es seguir sintetizando los 
componentes necesarios para el mantenimiento de la matriz ósea y asegurar las 
actividades celulares del tejido óseo (intercambio de nutrientes y productos de 
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La remodelación ósea es un proceso continuo de renovación que ocurre tras la resorción y 
formación coordinada del tejido óseo. Permite formar tejido óseo nuevo para cambiar el 
hueso antiguo y madurar el hueso regenerado. Se lleva a cabo en la superficies óseas, 
especialmente en la endosteal. Se ilustran las fases del proceso de remodelado óseo en la 




















Figura 3.1.e: Células implicadas en la regeneración y remodelación ósea [14]	  
Figura 3.1.f: Fases de la remodelación ósea [15]	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Este proceso empieza cuando se destruyen pequeñas unidades microscópicas de tejido por 
los precursores de los osteoclastos. Ellos se transforman después en osteoclastos maduros 
para resorber el hueso : comienzan a erosionar el hueso formando una cavidad. Durante la 
fase de inversión, los osteoblastos secretan matriz orgánica (osteoide) y factores de 
crecimiento para rellenar el hueco con hueso recién formado [11, 15]. 
 
3.2. Técnicas de regeneración del hueso  
Hoy en día, el procedimiento estándar para estimular la reparación o la regeneración ósea 
es el injerto de hueso.  
Actualmente, los autoinjertos de hueso están considerados como los lideres en ese ámbito. 
Son intervenciones quirúrgicas en la que el receptor y el donante son la mima persona, lo 
que tiene por ventaja la ausencia de rechazo o de problemas inmunológicos. Pero, su 
extracción está limitada por la morbilidad de la zona de extracción (a menudo, la cantidad de 
hueso extraída no es suficiente) y su disponibilidad en el cuerpo. En general, otra zona de 
extracción es requerida, lo que resulta un mayor tiempo de hospitalización. 
La alternativa más común después del autoinjerto es el aloinjerto. El hueso extraído se 
obtiene a partir de cadáveres humanos o de un donante vivo. La ventaja con ese tipo de 
intervención, que consiste en extraer huesos de un cadáver, es su inagotable disponibilidad, 
en varias formas y cantidades. 
En cambio, el inconveniente principal es el rechazo que se manifiesta con una repuesta 
inmunológica. Además, el riesgo de transmisión de las infecciones bacterianas y virales, 
tales como el coste de la intervención, los problemas de esterilización o de conservación de 
los tejidos, limitan su uso [4, 5, 16, 17]. 
El xenoinjerto se define como el transplante de tejidos entre dos especies diferentes. Un 
ejemplo de esta técnica es el uso de hueso de origen bovino. Son el centro de interés de 
muchos estudios debido a que se pueden conseguir con facilidad, sin embargo, este tipo 
de injertos presenta una gran limitación debida al riesgo de transmisión de enfermedades 
infecciosas [4, 5]. 
Los injertos de hueso y sus sustitutos están caracterizados por las propiedades siguientes 
[16, 18]:  -­‐ Osteoinducción : es el proceso que estimula la producción de nuevo hueso en las 
células que producen huesos. Esa estimulación esta proporcionada por varias 
péptidas, factores de crecimiento y un grupo especial de proteínas llamado 
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citocinas. Entre ellas, un importante grupo de células, llamado “Factor de 
crecimiento transformante beta” (Transforming growth factor type-ß, TGF-ß) 
superfamilia, se dedica en la regulación del desarrollo embrionario para la 
cicatrización ósea. Las proteínas morfogénica ósea (Bone Morphogenic Proteins, 
BMPs), una subcategoría de TGF-ß, estimulan las células responsables de la 
formación del cartílago y del hueso (células mesenquimales, MSCs) -­‐ Osteoconducción : se trata del proceso que proporciona el andamiaje para ayudar 
a la formación de huesos nuevos al aumentar la migración interna y la infiltración 
vascular de células implicadas en la formación ósea (células madre 
mesenquimatosas, osteoblastos, osteoclastos, etc) y por permitir un crecimiento 
vascular. Osteoconducción es eficaz sólo si ambas sustancias osteoinductivas y 
elementos osteogénicos están presentes en la misma región -­‐ Osteogénisis : es el proceso que proporciona el desarrollo y la formación directa 
del tejido óseo a partir de células osteoformadoras (ejemplo : osteoblastos). 
En pocas palabras, el material ideal para sustituir injertos óseos debe combinar todas estas 
propiedades fundamentales para que la regeneración ósea sea óptima. 
Hoy en día, el autoinjerto está considerado como la mejor opción para el injerto de hueso ya 
que proporciona las mejores propiedades osteoconductivas, osteogénicas y osteoinductivas 
al tejido óseo recién formado. Generalmente, el tejido autólogo contiene células 
osteogénicas viables, una matriz de proteínas óseas y puede soportar el crecimiento óseo. 
Tiene una histocompatibilidad total, y de esta forma genera una reacción inmunológica 
mínima. Los aloinjertos de hueso tienen propiedades osteoconductivas, menores 
propiedades osteoinductivas pero no son osteogenicas debido a la ausencia de células 
viables (los procesamientos de irradiación o de liofilización desvitalizan esas células) [16].  
Las investigaciones para superar las limitaciones (mayor tiempo operatorio, rechazo del 
implante, dolores post-operación etc) de los autoinjertos y aloinjertos llevaron al desarrollo 
de nuevos materiales o estratégicas para los procedimientos de regeneración ósea : los 
sustitutos de injertos óseos.  Esos incluyen la matriz de hueso desmineralizada 
(demineralised bone matrix DBM), los scaffolds sintéticos de hidroxiapatita o fosfatos de 
calcio, el aspirado de médula ósea para los autoinjertos, las proteínas morfogenéticas del 
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3.3. Las biocerámicas como biomateriales para la 
regeneración ósea  
Sólo pocos de los materiales conocidos satisfacen los requisitos para ser implantado en el 
cuerpo. Esos biomateriales pertenecen a las cincos principales categorías de materiales : 
metales, cerámicas, polímeros, materiales compuestos y materiales naturales.  La propiedad 
común de todos es la biocompatibildad o la no toxicidad ya que ellos no son reconocidos por 
el cuerpo como una sustancia extraña potencialmente nociva.  
Los materiales biocompatibles se suelen clasificar como materiales bioinertes,  bioactivos o 
reabsorbibles, según la interacción con el tejido óseo.   
Los materiales bioinertes inducen la formación de un tejido fibroso con espesor variable, los 
materiales bioactivos inducen la formación de un enlace directo entre el implante y el tejido, 
y los materiales reabsorbibles son poco a poco degradados para ser reemplazado por el 
tejido circundante. Además, se requiere también que el biomaterial proporciona propiedades 
mecánicas similares a la del huésped [8, 16]. 
En ese proyecto, trabajamos con las biocerámicas. Aunque no existen en la naturaleza, los 
materiales cerámicos son ampliamente usados para aplicaciones clínicas tales como los 
sustitutos de injertos óseos debido a su excelente bioactividad. Estas biocerámicas  incluyen 
los fosfatos de calcio con la hydroxyapatita (HA), los fosfatos tricálcicos ß y α (ß y α-TCP), el 
vidrio bioactivo y el bioglass. Proporcionan una respuesta biológica parecida a la del hueso 
[8,18]. 
 
3.3.1. Los fosfatos de calcio  
Los fosfatos de calcio son una categoría de compuestos químicos que consisten en tres 
elementos principales: el calcio (estado de oxidación +2), el fósforo (estado de oxidación 
+5), y el oxigeno (estado de reducción -2). Su composición química incluye también 
hidrógeno ((HPO4)2- o (H2PO4)-), hidróxidos (Ca10(PO4)6(OH)2) y agua (CaHPO4. 2H2O) [9].  
Son abundantes  tanto en la naturaleza (rocas sedimentarias) como en los seres vivos 
(organismos, bacterias, células etc). 
La mayoría de los fosfatos de calcio son solubles en agua, insolubles en soluciones 
alcalinas pero todos son fácilmente solubles en ácidos [8]. Como muchas cerámicas, los 
fosfatos de calcio son frágiles y tienen poca resistencia mecánica. La tabla 3.2 presenta los 
fosfatos de calcio que existen y sus propiedades. 

























































β – Ca3(PO4)2 ~ 0.0005 [a] 
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CaxHy(PO4)z .nH2O ; n 
= 3 – 4.5 ; 15 – 20 % 
H2O 
[b] ~ 5 – 12 [d] 




















Ca4(PO4)2O ~ 0.0007 [a] 
Entre estos fosfatos de calcio, el que presenta más similitudes con la fase mineral del hueso 
es la hidroxiapatita, que se suele encontrar generalmente en forma no-estequiométrica, 
también llamada hidroxiapatita deficiente en iones de calcio (CDHA). 
 
3.3.2. La hidroxiapatita  
Este fosfato cristaliza en el sistema hexagonal, grupo de simetría P63/m, con valores de red 
a=b=9,432 Å y c=6,88 Å. Los grupos hidroxilos se colocan a lo largo de las columnas 
perpendiculares al plano basal y paralelo al eje c (figura 3.3.a). La relación ideal Ca/P es 
10:6 (1,6667), su densidad calculada es de 3,219 g/cm3. Esta relación puede variar de 9:6 a 
10:6 de acuerdo con las sustituciones o deficiencias de iones tal como el calcio. 
Tabla 3.2: Los fosfatos de calcio y sus propiedades [8].	   [a] Esos compuestos no 
pueden ser precipitados en solución acuosa  [b] No pueden ser medidos de forma 
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El carácter iónico de la HA le proporciona la capacidad de la sustitución parcial o completa 
de iones de la red por otros de tamaño similar (PO43- por HPO42-, Ca2+ por K+ o Mg2+, OH- 
por F-, Cl-, Br-) y le proporciona su propiedad de insolubilidad.  Además, la cantidad de 
sustitución de iones afecta sus propiedades, tales como los parámetros de red, el tamaño 
del cristal, la morfología y la estabilidad térmica o química [8, 19, 21, 22]. 
De acuerdo con estas sustituciones, la HA biológica es “no-estequiométrica” mientras que la 
HA sintética es generalmente estequiométrica. 
La HA estequiométrica  pura , Ca10(PO4)6(OH)2, cristaliza en el sistema monoclínico (grupo 
de simetría P21/b) mientras que la HA biológica no-estequiométrica cristaliza en el sistema 
hexagonal (grupo de simetría P63/m). En fase hexagonal, los iones hidróxidos son más 
desordenados dentro de cada columna, en comparación con la forma monoclínica que 
presenta columnas de hidroxilos ordenadas [8, 19, 22]. 
La estructura hexagonal, es decir la HA no-estequiométrica, (CDHA) es la más común para 
aplicaciones biomédicas. 
La HA es la menos soluble (de hecho la más estable) de los fosfatos de calcio, no se 
descompone bajo condiciones fisiológicas. Es termodinámicamente estable a pH y 
temperatura fisiológicos.  La HA es el fosfato de calcio el más estable a pH > 4,2 [19, 23].  
Hay que recordarse que la hidroxiapatita deficiente en calcio es el principal componente 
cristalino de la fase mineral del hueso. Por eso, se ha investigado extensivamente para 
sintetizar HA precipitada (HAp, que tiene la particularidad de ser de tamaño nanométrico) 
sintética para aplicaciones biomédicas.  
La  HAp sintética tiene por principal propiedad su mimetismo con la fase mineral de los 
tejidos óseos duros, especialmente debido a sus buenas propiedades osteoconductivas, su 
excelente biocompatibilidad (no manifiesta ningún efecto citotóxico [24]) y bioactividad.  
Esas propiedades le confieren una buena osteointegración,es decir una conexión directa 
estructural y funcional entre el hueso y la superficie del implante [16, 25]. 
Sin embargo, es no biodegradable (se degrada muy lentamente), lo que es un inconveniente 









Resulta que es el biomaterial el más utilizado en el ámbito de la medicina regenerativa,  
como preparación biocerámica para sustitución de fragmentos de tejidos óseos ; como 
revestimientos de la superficie de implantes metálicos dentales y ortopédicos ; para la 
reparación de defectos óseos periodontales y ser utilizado como vehículo de medicamentos 
para la liberación controlada de fármacos [8, 19]. 
Aunque la HA ofrece una estructura que permite buena osteointegración, debido a la poca  
fiabilidad mecánica sobretodo en ambiente húmedo (baja resistencia mecánica) y su 
fragilidad, su utilización se limita a aplicaciones que requieren pocas o ningunas cargas [16, 
24, 27]. Se han probado varias técnicas para mejorar la resistencia a la fractura de la HA, tal 
como incorporar polvo de HA en materiales compuestos y utilizar diferentes métodos de 
sinterización/compactación (under shock compaction, hot press sintering, spark plasma 
sintering process etc) [19, 28] pero que a la vez reducen su reabsorbilidad. 
 
Figura 3.3.a: Esquema de la estructura cristalina de la HA y su 
eje de crecimiento [20] 
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3.3.3. Síntesis de la hidroxiapatita  
Los métodos para sintetizar la HA son numerosos y variados. Se pueden dividir en dos 
grupos : las reacciones en estado sólido y los métodos húmedos que incluyen las técnicas 
de precipitación, hidrotermales e hidrólisis de otros fosfatos de calcio. Según el 
procedimiento utilizado, productos con diferentes morfología, geometría, nivel de 
cristalinidad o tamaño están obtenidos. La síntesis de HA requiere una correcta relación 
molar de 1,67 entre Ca y P en el producto final [19, 27]. 
Las reacciones en estado sólido permiten generalmente obtener productos estequiométricos 
y cristalizados pero requieren temperaturas relativamente altas y largos tiempos de 
tratamiento térmico [29].  
Con el método de precipitación, en general, la temperatura es inferior a 100°C y se obtiene 
cristales de HA de tamaño nanométrico en forma de agujas, varillas o partículas equiaxiales. 
Sus cristalinidad y ratio Ca/P dependen directamente de las condiciones de preparación y 
son generalmente inferior a los valores de la HA estoquiométrica cristalizada [29]. 
La síntesis de HA mediante el procedimiento de precipitación húmeda es uno de los más 
empleados porque es poco costoso y fácil de producir. Se trata de una reacción química a 
partir de dos soluciones acuosas saturadas en iones de calcio y de fosfato bajo condiciones 
controladas (pH y temperatura). La temperatura y la velocidad de agitación son parámetros 
importantes ya que controlan la disponibilidad de los iones para formar nuevas fases. 
Además, el producto obtenido es no-estequiométrico [22, 27].  
Yagai y Aoki fueron los primeros que usaron la técnica de precipitación. Los reactivos son el 
hidróxido de calcio Ca(OH)2 y el ácido ortofosfórico, H3PO4. El único subproducto de esta 
reacción es el agua y la reacción no implica ningún elemento exterior. El tamaño de las 
partículas de HAp, su forma y su área superficial son muy sensibles a la velocidad de 
adición del ácido ortofosfórico y a la temperatura de reacción. La temperatura de reacción 
induce el carácter monocristalino o policristalino de la HAp sintética.  A baja temperatura 
(<60°C), las partículas sintetizadas son monocristalinas [25]. 
Mobasherpour et al. (2006) obtuvieron HAp con el nitrato de calcio y el fosfato de amonio 
puesto en una solución de amoníaco. La reacción que ocurre es la siguiente:  
10Ca(NO3)2·4H2O + 6(NH4)2.HPO4 + 8NH4OH => Ca10(PO4)6(OH)2 + 20NH4NO3 + 20H2O  
(Reacción 1) 
Se obtienen nanopartículas de HA cuyo tamaño aumenta al calentar hasta 1200°C [19, 29]. 
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Jarko et al. propusieron sintetizar HA mediante el método de precipitación que implica una 
reacción química entre el nitrato de calcio [Ca(NO3)2. 4H2O] y el hidrogeno fosfato diamonio 
(NH4)2.HPO4. Aquí, se puede controlar el tamaño de grano del polvo cambiando el tiempo de 
reacción y la temperatura (por ejemplo, Ø<100nm, temperatura ambiente y agitación 
continua durante 24 horas) [25, 27]. 
La hidrólisis de fosfato tricálcico, monetita, brushita, o fosfato octacálcico requiere bajas 
temperaturas y se obtiene HA en forma de agujas o cuchillas con un tamaño cerca del 
micra. Sin embargo, en la mayoría de los casos, el producto de hidrólisis es altamente no 
estequiométrico [29]. 
Se puede mejorar las propiedades de los polvos de HA mediante el control de los 
parámetros importantes de los reactivos iniciales tales como el tamaño y forma de 
partículas, distribución de las partículas y la aglomeración. La reducción del tamaño de 
grano según la ecuación de Hall-Petch, es un método muy utilizado para mejorar la 
propiedades mecánicas de la HA. Además, la HA de tamaño nanométrico proporciona una 
mejor bioactividad en comparación con los cristales gruesos [28, 29]. 
En ese proyecto, se intentó obtener cristales de HA mediante el método de precipitación 
controlando parámetros sencillos tal como las concentraciones iniciales de reactivos. 
 
3.4. Los hidrogeles para la ingeniería de tejidos: Diseño de 
andamios 
La ingeniería de tejidos puede definirse como el conjunto de técnicas y métodos que 
combinan los principios de la ingeniería, de la tecnología celular, y de la ingeniería de los 
materiales para fabricar sustitos biológicos y tejidos para regenerar algunas partes 
deficientes del cuerpo [30]. Las estrategias actuales consisten en emplear un biomaterial, el 
andamio, que inducirá la regeneración del tejido in vivo. Estos andamioss sirven como una 
matriz extracelular sintética para organizar las células en una arquitectura en tres 
dimensiones y presentar estímulos que dirigen el crecimiento y la formación del tejido. 
Según la aplicación y del tejido que se quiere reemplazar, el material utilizado para el 
andamio y sus propiedades serán diferentes [31]. 
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3.4.1. Estructura tridimensional para el crecimiento de células: el andamio 
El andamio es la estructura que se implanta en el cuerpo para inducir la síntesis de nuevos 
tejidos in vivo. Debe cumplir tres objetivos principales [32]:  
(1) Definir un espacio que dará forma al tejido que se regenerará  
(2) Proporcionar una función temporal en el defecto mientras que el tejido se 
regenera 
(3) Facilitar el crecimiento interno del tejido y permitirá la inclusión de células, 
proteínas y genes para acelerar la regeneración de tejido  
Uno de los principales requisitos del andamio es presentar una morfología que imita la 
estructura multi-escala de la matriz extracelular del hueso para permitir el proceso de 
formación de tejido. El andamio ideal debe tener una superficie que presenta propiedades 
químicas y una microestructura (presencia de una red de poros) apropiadas para permitir a 
las células pegarse, proliferarse y diferenciarse en la superficie [30, 33]. Deben ser diseñado 
de tal manera que sus propiedades mecánicas (rigidez y resistencia mecánica) coincidan 
con las propiedades del tejido que se regenera mientras se mantiene una red de poros 
interconectados para permitir la migración celular, el transporte de nutrientes o de oxigeno 
así que el transporte de los productos de residuos [30, 32]. Además, tiene que degradarse 
(degradación preferentemente lenta [34]) mientras el nuevo tejido se regenera en el defecto 
sin producir ningún sub-productos indeseables. Se requiere también buena 
biocompatibilidad para permitir a las células proliferarse [30, 31]. 
Butler et al admitieron que las propiedades más relevantes para construir andamio funcional 
con el diseño adaptado para la regeneración de tejido no son bien definidos [32]. Los 
factores que permiten mejorar la regeneración de tejido incluyen el tamaño, la forma y la 
interconectividad de los poros, la porosidad total, así que las propiedades químicas de la 
superficie del material utilizado, la permeabilidad y la rigidez del andamio. Mikos et al. 
demostraron que aumentar el tamaño de poros y la porosidad en los andamios de PLA 
permitían incrementar el crecimiento del tejido vascularizado. Bruder et al. notaron que las 
cerámicas de fosfatos de calcio con una arquitectura de poros no controlada produjeron 
pocas propiedades biomecánicas aunque se podía notar una producción importante de 
tejido óseo [32]. 
Aunque varios experimentos demostraron la influencia de la porosidad y de la 
interconectividad sobre la regeneración de tejido, las magnitudes especifícas quedan 
indefinidas.  
Hoy en día, la apuesta mayor queda diseñar andamio con ambas propiedades optimas y 
porosidad adecuada. Controlar esos parámetros induce controlar la microestructura del 
andamio y eso es posible mediante la técnica de diseño utilizada. 
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3.4.2. Técnicas de fabricación de andamios  
Las técnicas de fabricación de andamios usando biomateriales son numerosas y variadas. 
Incluyen técnicas convencionales tales como la liofilización (freeze-drying) o el 
procesamiento de impregnatation y sinterización  de andamios de cerámicas o técnicas 
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Tabla 3.3: Métodos convencionales de fabricación de andamios [30] 
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El método de fabricación aditiva (SFF) es la tecnología en desarrollo que permite la 
fabricación de dispositivos fabricados directamente a partir de datos informáticos tales como 
el diseño asistido por ordenador (computer aided design, CAD), la tomografía 
computarizada (computed tomography, CT). Permite la formación de materiales sin el uso 
de herramientas costosas o el uso de moldes [30, 35]. Durante las últimas décadas, se 
desarrollaron y comercializaron más de veinte tipos de sistema SFF, incluyendo 
stereolitografía (SLA), la impresión por chorros de tintas (Ink jet-printing, IJP), sinterización 
selectiva por láser (SLS) o las técnicas de montaje por escritura directa (Direct-write 
assembly).  
A la diferencia de las técnicas convencionales, con las cuales es difícil controlar algunos 
parámetros (tamaño, geometría y distribución de los poros), SFF permite la producción de 
andamios con arquitecturas y formas complejas, controladas y predefinidas (Figura 3.4.a) 
[30, 36, 37, 38]. 
Las técnicas de montaje por escritura directa permiten diseñar materiales en 3D mediante 
técnicas  basadas en  el uso de tintas (Ink-writing techniques). Esas tintas pueden ser 
coloidal, nanoparticulas o orgánicas y  disponerse en una superficie de dos maneras : tintas 
 puestas gotas por gotas (droplet-based inks) o tintas puestas de manera continua 
(continuous filamentary inks ) [35, 36]. Los parámetros importantes reológicos para un 
diseño de tinta dado incluyen su viscosidad, el limite elástico bajo cizallamiento y 
compresión, y propiedades viscoelásticas [36]. 
El “Robocasting” (o Robotic deposition techniques) tiene esa particularidad de poder 
construir andamios cerámicos utilizando tintas basadas en agua con mínimo contenido 
orgánico (<1wt.%). El método consiste en ensamblar el material mediante una deposición 
capa por capa de tintas de forma coloidal altamente concentradas y capaz de sostener su 
propio peso durante el proceso debido a sus propiedades viscoelásticas [37, 38]. Las tintas 
están extruidas de manera continua a fin de obtener filamentos continuos que se 
sobreponen durante la secuencia de capa por capa [36]. Permite imprimir estructuras en 3D 
con una resolución espacial excepcional ya que los andamios obtenidos tienen tamaños que 
varían de cientos de micras hasta la escala submicrónica (Lewis et al) [36, 38].  
Con el desarrollo de esa técnica, se desarrolló la fabricación de andamios de HA o ß-TCP 
(etc). Se pudo controlar la microporosidad, la geometría y algunas propiedades 
(viscoelásticidad, rigidez de las líneas extruidas etc) de los andamios [37, 38, 39]. Otros 
estudios permitieron la construcción de andamios altamente poroso de ácido poli láctico 
(PLA) combinado con un vidrio bioactivo de CaP. Se demostró que el andamio obtenido 
tenía mejor propiedades mecánicas que los obtenidos mediante las técnicas comunes. 
Además, la incorporación de partículas de vidrio aumenta la rigidez y el carácter hidrófilo  del 
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andamio [40]. En este proyecto se trata de obtener una tinta cuyas propiedades le permitirán 




3.4.3. El hidrogel: un material atractivo para la construcción de andamios 
En los párrafos anteriores, se demostró la posición significativa de los polímeros en la 
construcción de los andamios y el papel fundamental que cumplen los andamios en la 
proliferación y organización celular para formar un tejido nuevo. Aunque muchos 
biopolímeros fueron aprobados por la FDA (Food and drug administration) para varias 
aplicaciones médicas, algunos son procesados mediante técnicas que emplean productos 
tóxicos [31]. 
Figura 3.4.a: (a) Esquema de un aparato de deposición robótico, (b) imagen óptica 
de una red periódica en 3D con una geometría tetragonal, (c) imagen 
óptica de una matriz radial en 3D obtenida por una deposición robótica 
[36] 
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Ahora, se trata de demostrar que los hidrogeles pueden presentar características 
interesantes para la construcción de estructuras en tres dimensiones. 
Los hidrogeles son redes macromoleculares de polímeros en 3D, capaz de absorber y 
liberar soluciones de agua de manera reversible, en respuesta a un estímulo específico del 
entorno (pH, temperatura etc) [34, 41]. Son polímeros compuestos de cadenas hidrófilos, lo 
que resulta que son altamente hidratado con un contenido de agua superior a 30% en peso. 
Los hidrogeles utilizados en la ingeniería de tejido son típicamente degradables, poseen 
propiedades mecánicas y estructurales parecidas a las que se encuentran en los tejidos y la 
matriz extracelular. Además, se procesan bajo condiciones relativamente suaves [31]. La 
integridad estructural de los hidrogeles depende de entrecruzamientos que se forman entre 
las cadenas de los polímeros mediante enlaces químicos o físicas.  
Existen dos tipos de hidrogeles que se obtienen a partir de [31, 41]:  -­‐ Materiales sintéticos (el poli(etileno oxido) - PEO, el polietileno glicol – PEG etc). 
Estos materiales son interesantes porque sus propiedades y su composición química 
pueden ser controladas y reproducidas (con un peso molar especifico, enlaces 
degradables etc) -­‐ Materiales naturales (la celulosa, el colágeno, la gelatina, el quitosano etc). Son 
biocompatibles, biodegradables y hidrófilos. Además, proporcionan propiedades 
macro-moleculares similares a las de la matriz extracelular  
En ese informe, se detallará únicamente el caso la celulosa y sus derivados ya que se 
utilizaron en los ensayos del proyecto. 
 
3.4.3.1. La celulosa y sus derivados 
La celulosa es un biopolímero natural muy abundante en la naturaleza ya que se encuentra 
principalmente en las plantas y fibras naturales (algodón y lino). Algunas bacterias, tal como 
el Acetobacter xylinum, sintetizan también la celulosa. Tiene varios grupos hidroxilos que se 
pueden usar fácilmente para producir hidrogeles con propiedades y estructura interesantes. 
Además, su excelente biocompatibilidad y buenas propiedades mecánicas suscitan un 
amplio interés para aplicaciones medicales. Sin embargo, es difícil disolver en solventes 
comunes, no es soluble en agua [34, 41]. 
Debido a ese inconveniente, se suelen utilizar los derivados de celulosa (solubles en agua). 
Se obtienen vía el procedimiento de entrecruzamiento físico o químico. Los derivados 
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incluyen metilo de celulosa  (MC), hidroxipropil celulosa (HPC), hidroxipropil metilcelulosa 
(HPMC), etilo celulosa (EC), hidroxietil celulosa (HEC),) y carboximetilo celulosa (CMC).  
Las soluciones acuosas de MC y HPMC permiten formar geles físicos (entrecruzamientos 
físicos) termorreversibles, debido a  interacciones hidrófobos cuando se calientan por 
encima de una cierta temperatura. Sin embargo, el carácter reversible de esos hidrogeles 
puede ser un inconveniente ya que se degradan bajo condiciones específicas (e.g., 
cargamento mecánico). Por eso, hidrogeles en base de MC y HPMC no se emplean para 
uso in vivo [34, 41]. 
Los geles con redes rígidos de celulosa se obtienen induciendo entrecruzamientos 
irreversibles químicos. Se suele emplear algunas moléculas di-funcionales como agentes de 
reticulación (también llamados cross-linker) para unir covalentemente diferentes moléculas 
de polímeros en una red tridimensional hidrófila. La epichlorohydrina (ECH), los reactivos 
aldehídos, los derivativos urea, la carbodiimida y los ácidos carboxílicos son los cross-linkers 
ampliamente usados para la celulosa [34].  
Sin embargo, algunos cross-linkers (DVS, ECH o los reactivos aldehídos) son altamente 
tóxicos. Entonces, se desarrollan nuevas técnicas para mejorar las propiedades de 
biocompatibilidad   utilizando agentes de reticulación tales como el ácido cítrico o la 
carbodiimida. Demitri et al prepararon hidrogeles de HEC/CMC con el ácido cítrico que 
combinan buenas propiedades de hinchamiento y biodegradabilidad [34, 41]. 
Los entrecruzamientos químicos se pueden obtener también mediante el procedimiento de 
irradiación de polímeros (radiación gamma o haces de electrones-electron beam). Esa 
técnica es interesante en el sentido que no implica reactivos químicos, es fácilmente 
controlable y, cuando se trata de aplicaciones biomédicas, permite la esterilización 
simultánea del producto (obtención de hidrogeles con alta pureza) [34, 41].  
Por fin, los hidrogeles a base de celulosa tienen muchas propiedades favorables, tales como 
su caracteres hidrófilo, biodegradable, y biocompatible. Además no es costoso y toxico [48]. 
Sin embargo, hay que considerar la celulosa y sus derivados como materiales biodurables, 
ya que su resorción en los tejidos no ocurre (las células no son capaces de sintetizar la 
celulasa, la enzima que descompone la celulosa) [34]. 
 
3.4.3.2. Nuevas vías de mineralización de polímeros/fosfato de calcio a partir de 
soluciones acuosas 
El mecanismo de mineralización controlada de polímeros y minerales inorgánicos a partir de 
soluciones acuosas es un área de investigación que se destaca últimamente. Existen varios 
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estudios sobre esta mineralización pero el mecanismo queda todavía no bien definido. La 
dificultad consiste en el conocimiento y el control de las múltiples interacciones entre 
polímeros y fosfatos de calcio (iones precursores, aditivos poliméricos, etapas de 
precipitación, la termodinámica y la cinética del sistema etc). 
Sin embargo, varios estudios mostraron que la adición de un gel o de un polímero 
condiciona el mecanismo biomimético de mineralización de los fosfatos de calcio.  
Los polielectrólitos por ejemplo, pueden tanto inducir la nucleación o la inhibición de la 
actividad de los fosfatos de calcio, eso depende de su composición química inicial. Se 
mostró  que el revestimiento  de discos de titanio con PHA/DNA (poly allilamino hidrocloruro) 
aumenta la capacidad de mineralización del CaP sobre las superficies usadas para los 
experimentos (Van den Beucken et al) [42].  
La técnica de electrospinning permite la construcción de andamios mediante el ensamblaje 
de nanofibras compuestos de polímeros y nanopartículas de CaP. Se demostró que la 
presencia del mineral dentro de las nanofibras incrementó la estabilidad de las fibras y la 
capacidad de mineralización. Además, se obtienen andamios con una mejor velocidad de 
proliferación celular y excelentes propiedades mecánicas. Varios polímeros sintéticos tales 
como PAsp (acido poli aspártico), HDPE (poli etileno de alta densidad), o PMAA (ácido poli 
metacrilico) revelan las mismas propiedades [42]. 
Chaenyung et al. intentaron controlar la biomineralización tridimensional de hidrogeles 
microporosos compuestos de poly(etilén glicol)/ alginato de poli(propilén glicol). Mostraron 
que el incremento de la fracción de masa de estos polímeros en el hidrogel promovió el 
crecimiento de capas de apatita debido a la variación de parámetros (incremento de 
densidad de carga, del tamaño de poro etc) [43]. 
Los polímeros naturales tales como las proteínas y los carbohidratos son también materiales 
bastante utilizados. Los carbohidratos (especialmente la celulosa y la quitina) tienen la 
ventaja de ser abundante, de bajo coste y se pueden modificar químicamente para alojar 
una variedad de propiedades (químicas, biológicas, físicas) [44]. La quitina fue las más 
investigada. Ella ofrece varios sitios de nucleación tales como grupos carboxilos o hidroxilos. 
Falini et al. precipitaron OCP y HAP dentro de un andamios en base de β-quitina.  
Schweizer et al. usaron el quitosano y la heparina sobre superficies de aleaciones de 
níquel-titanio y titanio. En las superficies de NiTi, se pudo observar capas uniformes de  
minerales de 100nm mientras que en las superficies de Ti, se obtuvo capas heterogéneas 
del rango del micrómetro. Dogan et al. estudiaron la cinética de cristalización del HAP con 
la CMI (carboximetil inulina). El grado de carboxilación y la concentración de CMI influyen 
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en la capacidad de mineralización (a alta concentración de CMI, se inhibe la 
mineralización).  
La CMC fue también investigada para aplicaciones en la reparación dental. La 
combinación de clorhexidina con nanopartículas de fosfato de calcio resultó en un 
sistema bifuncional antibacteriana que remineraliza el esmalte y cierra los túbulos de 
dentina cuando se utiliza un revestimiento de CMC. En general, los carbohidratos 
proporcionan favorables efectos en la mineralización de los CaP [42]. Un nuevo material 
compuesto constituido de CDHA (Hidroxiapatita deficiente en iones de calcio) 
biomiméticamente depositado en un hidrogel de celulosa bacteriana fue sintetizado.  Se 
notaron la formación de partículas de CDHA de tamaño nanométrico en la celulosa. La 
síntesis del compuesto imita la biomineralización natural del hueso, lo que indica que la 
celulosa bacteriana se puede utilizar como soporte para la formación biomimética de 
cristales de apatita [44]. 
Los hidrogeles en base de polímeros sintéticos son interesantes ya que imitan la 
microestructura de andamios biológicos. Además, no presentan problemas de 
disponibilidad y se puede controlar su composición química (peso molecular especifico, 
elección del monómero y del modo de reticulación según el cross-linker usado etc). Así, 
los hidrogeles son modelos ideales para el estudio de los fundamentos de la 
biomineralización o para la síntesis de nuevos andamios híbridos para aplicaciones en los 
biomateriales. 
Aunque ya existen varios estudios sobre este tema, la mineralización de los hidrogeles 
pertenece un área de investigación para promover y desarrollar. Seguir investigando 
sobre este tipo de mineralización queda fundamental para mejorar las propiedades de los 
materiales híbridos obtenidos y producir biomateriales para la ingeniería de los tejidos. 
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4. Materiales y métodos  
Esta parte se divide en cuatro bloques. Un primer bloque donde se presentan los diferentes 
reactivos utilizados para preparar las muestras (sección 4.1), un segundo bloque que explica 
cómo se han preparado las muestras y el protocolo experimental seguido (sección 4.2). El 
tercer bloque describe la secuencia de experimentos realizados para obtener las muestras 
(sección 4.3) y su caracterización. Las técnicas de caracterización están descritas 
brevemente en la cuarta y última parte de este capítulo (sección 4.4). 
 
4.1. Materiales 
Se recuerda al lector que el objetivo de este proyecto, es obtener un producto mineralizado 
(la Hidroxiapatita) a partir de la mezcla de dos soluciones cargadas con iones de calcio y 
fosfato. Una de estas soluciones o ambas debe contener un polímero que sirve como aditivo 
para proporcionar una viscosidad suficiente y propiedades mecánicas adecuadas.  
Los sales minerales y los polímeros utilizados en el proyecto fueron elegidos en base a 
trabajos efectuados por un laboratorio con el que se colabora [45].  
Se podrían haber utilizado otros reactivos que proporcionarán los iones de calcio y de 
fosfato, pero se debía tener en cuenta diferentes aspectos de los reactivos tales como la 
solubilidad (se requiere la más alta), el pH (HA es estable a pH>7), o la toxicidad de la 
solución (los reactivos tienen que ser biocompatibles) para poder ser utilizado en el ámbito 
de la medicina. 
 
4.1.1. Soluciones proporcionando los iones de calcio y fosfato 
Con el objetivo de obtener las soluciones de calcio y de fosfato, se seleccionaron dos sales 
de calcio y una de fosfato. Se obtuvieron las soluciones de calcio a partir de nitrato de calcio 
Ca(NO3)2  o de cloruro de calcio CaCl2.  
El nitrato de calcio esta comercialmente disponible en su forma tetrahidratada, 
Ca(NO3)2.4H2O (referencia: SIGMA-ALDRICH C1396-1KG). Tiene un peso molecular de 
236,15 g/mol ; se eligió porque es muy soluble en agua (solubilidad más alta de las sales 
disponibles) y se disuelve fácilmente en etanol.  
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El cloruro de calcio es un compuesto iónico de formula química CaCl2. Está disponible 
comercialmente en su forma anhidra (referencia: PANREAC QP 211221.1210) con un peso 
molecular  de 110,99 g/mol. Es soluble en agua, y se disuelve en alcohol también. Tiene la 
ventaja de ser biocompatible.  
Los iones de fosfato provinieron del hidrogeno fosfato dipotásico también llamado ortofosfato 
dipotásico, de formula química K2HPO4. Se encuentra comúnmente trihidratado K2HPO4.3 
H2O (referencia: SIGMA-ALDRICH P5504-500G) con un peso molecular de 228,22 g/mol. 
Esta sal es muy soluble en agua pero no lo es en alcoholes. La tabla siguiente resume las 
características de las sales de calcio y fosfatos utilizados para producir soluciones acuosas 












1212 g/l a 18°C 
o sea 7,4M 
         560       236,15 
  CaCl2 
745 g/l a 20°C 
o sea 6,7M 




1670 g/l a 20°C 
o sea 7,3M 
       > 465        228,22 
 
4.1.2. Polímeros utilizados para formar los hidrogeles  
Se han probado diferentes polímeros que derivan, en mayor parte, de la celulosa, que 
fueron seleccionados por su buena biocompatibilidad y su carácter hidrófilo.  
• la carboximetil celulosa o CMC (referencia: MERCK 5064.0250)  
• la carboximetil celulosa de sodio o Na-CMC (referencia: SIGMA-ALDRICH 
419311-100G) con un peso molecular intermedio 
• la carboximetil celulosa de sodio o Na-CMC (referencia: SIGMA-ALDRICH	  
419338-100G) con un peso molecular alto 
Tabla 4.1: Características de las sales utilizadas en laboratorio 
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• la hypromelosa o HPMC (también llamado hidroxipropil metilcelulosa), (referencia: 
SIGMA-ALDRICH H 3785-25G)  
• la 2-hidroxietil celulosa o 2-HEC (referencia: ALDRICH 434981-250G)  

















Mw = 250 000 












   
    
Mv = 1 300 000 140 
Tabla 4.2: Características de los polímeros en base de celulosa 
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4.1.3. Elaboración del agente de nucleación: hidroxiapatita precipitada 
El polvo de HA se puede obtener mediante diferentes síntesis. En este proyecto,  se preparó 
por precipitación a partir de una mezcla estequiométrica de hidróxido de calcio Ca(OH)2 y  
ácido fosfórico H3PO4 según el protocolo explicado en los párrafos siguientes.  
El Ca(OH)2 tiene un peso molecular de 74,1 g/mol y el ácido fosfórico del laboratorio está 
concentrado a 14,6 M. Las proporciones necesarios para que la síntesis (ecuación 4.1.c) 
tenga lugar son 1M de Ca(OH)2 para 0,6 M de H3PO4. Cada reactivo está mezclado en 250 
ml de agua destilada. 
La síntesis de HA ocurre mediante la reacción siguiente: 
10 Ca(OH)2 + 6 H3PO4 → Ca10(PO4)6(OH)2 + 18 H2O         (Reacción 2) 
Los cálculos siguientes permiten saber cuantos mililitros o gramos hay que extraer. 
§ Para los iones de calcio, se requiere 1 M: 
 
250 ml x (1mol de Ca(OH)2/1000ml) x (74,1g/1 mol de Ca(OH)2) = 18,53g  
Entonces, se  diluye 18,53g de  Ca(OH)2 en 250 ml de agua destilada en un recipiente de 
1000 ml. 
§ Para los iones de fosfatos, se requiere 0,6 M :  
C1.V1 = C2.V2        o sea         14,6. X = 0,6. 250 
                                    X = 10,26 ml  
Entonces, se mezcla 10,26 ml de H3PO4 en 250 ml de agua destilada lo que equivale a 0,6 
mol/l y se pone la solución en una bureta. La manipulación de esos productos se hizo en 
campana con ventilación por medidas de seguridad. 
Después, se dispone la solución conteniendo los iones de calcio en un baño calentado a 
40°C y se agita esa solución mediante un motor a 350 rpm. Mediante la bureta, el ácido 
fosfórico H3PO4 se añade poco a poco a la primera solución con una velocidad de 









Se debe controlar regularmente el pH de la solución a lo largo de la reacción. Se empieza 
con un pH de 12 al principio de la reacción y disminuye a medida que se añade los iones de 
fosfatos. Se para la reacción cuando el  pH llega alrededor de 8.  
Se deja agitar la suspensión durante una hora más y luego se deja en reposo durante 24 
horas para que se termine la síntesis. Al día siguiente, se distinguen dos fases distintas, con 
el precipitado de HA al fondo. Se recoge el sedimento para lavarlo con agua destilada hasta 
que la conductividad medida sea constante. A continuación el sedimento e congela a -80°C 
(o puesto en nitrógeno liquido algunos minutos) y se liofiliza con el objetivo de obtener polvo 
de HA sin distorsionar la naturaleza de los cristales. 
 
Figura 4.1.a: Esquema de la síntesis del polvo de HA 
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4.2. Métodos  
Los ensayos consisten en precipitar los iones de fosfatos en los iones de calcio para que la 
mineralización ocurra. Para esto, se necesita preparar separadamente la solución a inyectar 
y el medio de inyección. 
 
4.2.1. Preparación de las soluciones precursoras  
4.2.1.1. Preparación de la solución a inyectar de fosfato/hidrogel sin la adición 
de la semilla 
Se trata de preparar separadamente la solución de iones de fosfatos (solución 1) y una 
solución que contiene el hidrogel (solución 2). A continuación se mezclan las dos soluciones 
anteriores en una proporción volumétrica 1:1 para obtener la solución a inyectar (solución 3). 
La mezcla “polímero/iones de fosfatos” se hizo manualmente en un recipiente tapado y bajo 
agitación magnética. El esquema siguiente ilustra estas etapas. 
Figura 4.1.b: Imagen TEM (Microscopio electrónico de Transmisión) 
de cristales de HA de forma acicular 




La solución de iones de fosfato fue preparada diluyendo los iones de fosfato en agua 
destilada mediante un agitador magnético (solución 1). Se elaboraron cuatro soluciones de 
concentraciones  diferentes:  -­‐ una solución saturada de 7,3 mol/l de K2HPO4  -­‐ una solución con 5,5 mol/l de K2HPO4 diluido  -­‐ una solución con 4,6 mol/l de K2HPO4 diluido  -­‐ una solución de 3,7 mol/l de K2HPO4  
En lo que se refiere a la preparación de la solución polimérica (solución 2), se utilizaron los 
polímeros descritos en el párrafo anterior. Estos fueron diluidos en agua destilada mediante 
un agitador magnético (se optimizó la concentración del polímero en función de la 
concentración de iones presentes en solución). Las concentraciones elegidas para cada 
solución polimérica fueron determinadas con el objetivo de obtener la mejor combinación de 
viscosidad e inyectabilidad.  -­‐ Gelatina:	  se diluyó una pequeña cantidad de gelatina en un volumen de 25ml de 
solvente. -­‐ HPMC: se diluyeron 0,5g y 0,8g de hypromelosa en 25ml de agua destilada.	  -­‐ 2-HEC: se prepararon 9.10-6 mol/l y 1,5.10-5 mol/l 	  -­‐ CMC (Mw = 90 000 g/mol): se prepararon 4,4.10-4 mol/l y 8,9.10-4 mol/l 	  -­‐ Na-CMC (Mw = 700 000 g/mol): se prepararon 3,4.10-5 mol/l y 4,6.10-5 mol/l 	  -­‐ Na-CMC (Mw = 250 000 g/mol): se prepararon 1,6.10-4 mol/l y 1,9.10-4 mol/l	  
Figura 4.2.a: Preparación de la solución a inyectar 
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4.2.1.2. Preparación de la solución a inyectar de fosfato/hidrogel con la adición 
de la semilla 
Se preparó esta solución de acuerdo con el protocolo descrito en el párrafo anterior (8.10-4 
mol/l de CMC y 3,7 mol/l de K2HPO4). La única diferencia es que se añadió a la solución 
polimérica/fosfato el polvo de HA. En el laboratorio, se mezclaron 4,5 ml de la solución 
polimérica/fosfato con 1,5g de polvo de HA con la ayuda de un mezclador planetario (Speed 
Mixer DAC150 FZK) a 2500 rpm, cuatro veces durante dos minutos. Se obtuvo una solución 
blanca bastante viscosa e inyectable. El polvo de HA actúa como agente de nucleación para 
inducir la precipitación y aumentar la viscosidad de la solución a inyectar con el objetivo de 
mantener la forma del filamento extruido. 	  
4.2.1.3. Preparación de los medios de inyección de iones de calcio  
Se prepararon los medios de inyección diluyendo las dos sales de calcio en agua 
destilada y en etanol mediante un agitador magnético con concentraciones diferentes, 

















• CaCl2  : 745 g/l => 18,6 g en 25 ml de solventes, se diluyó cuatro veces a fin de 
obtener un cuarto de la solubilidad total, esto es 1,7 mol/l 
Figura 4.2.b: Preparación de los medios de inyección  
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• Ca(NO3)2 : 1212g/l => 30,3 g en 25 ml de solventes, se diluyó dos veces y se 
obtuvo 2,6 mol/l	  
A partir de estas concentraciones, se eligió una gama de concentraciones: se añadió o 




Naturaleza de la 
sal de calcio 
Solubilidad en 
agua a 25°C [mol/l] 
Solventes Concentraciones 
de iones de calcio [mol/l] 
1 CaCl2 6,7 Etanol 1,3 
2 CaCl2 6,7 Etanol 1,7 
3 CaCl2 6,7 Etanol 2 
4 CaCl2 6,7 H2O 
destilada 
1,3 
5 CaCl2 6,7 H2O 
destilada 
1,7 
6 CaCl2 6,7 H2O 
destilada 
2 
7 Ca(NO3)2 5,1 Etanol 2,4 
8 Ca(NO3)2 5,1 Etanol 2,6 
9 Ca(NO3)2 5,1 Etanol 2,7 
10 Ca(NO3)2 5,1 H2O 
destilada 
2,4 
11 Ca(NO3)2 5,1 H2O 
destilada 
2,6 




Tabla 4.3: Preparación de los medios de inyección con concentración fijada  
PFC ETSEIB/BIBITE - Céline ROBO -  Nuevas vías de fabricación de fosfatos de calcio a partir de dos soluciones acuosas  Pág. 45 
 
Se prepararon también medios de inyección saturados. Se diluyeron los polvos de CaCl2 y 
Ca(NO3)2 en los mimos solventes y mismo volumen. Se utilizó una aguja de 250µm de 
diámetro para inyectar. 
 
Ensayos Naturaleza de la sal de 
calcio 
Solventes Concentraciones 
13 CaCl2 Etanol Medio saturado 
14 CaCl2 H2O destilada Medio saturado 
15 Ca(NO3)2 Etanol Medio saturado 
16 Ca(NO3)2 H2O destilada Medio saturado 
 
4.2.2. Obtención de los filamentos 
A lo largo del proyecto, se inyectó la solución que contiene los iones de fosfato y el hidrogel 
en la solución que contiene los iones de calcio como se ilustra en la Figura 4.2.c. Al inyectar 
con una aguja de 250µm (EFD, referencia: PN 7018391) o 100µm (EFD, referencia: PN 
7018462) de diámetro, se forman instantemente filamentos. Se deja el precipitado en la 
solución de iones de calcio a temperatura ambiente una noche para luego analizar y 







Tabla 4.4: Preparación de los medios de inyección saturados 












4.2.2.1. Entrecruzamiento de los filamentos 
A) Entrecruzamiento por procedimiento químico  
A continuación, algunos precipitados fueron sometidos a varios protocolos de 
entrecruzamiento en solución o mediante temperatura. Los agentes de reticulación  
presentes en solución activan el proceso de entrecruzamiento y así crean enlaces 
covalentes permanentes. 
Los agentes de reticulación empleados fueron: -­‐ EDC (1-etilo-3-(3-dimetilaminopropilo) carbodiimida) es una carbodiimida que se 
usa generalmente para activar ciertas síntesis mediante los grupos carboxilos y se 
usa generalmente para favorecer síntesis o reticulación de proteínas (referencia: 
SIGMA-ALDRICH) -­‐ NHS (N-hidroxisuccinimido) es un compuesto orgánico que se usa como reactivo 
activador para los ácidos carboxílicos (referencia: ALDRICH 39391-10ml) -­‐ DMAP (4-dimetilaminopiridina) es un derivado de la piridina y un catalizador 
nucleofílico que se usa en las reacciones de esterificación con anhidros 
(referencia: ALDRICH 107700-25G) -­‐ Acido fumárico es un ácido dicarboxílico (referencia: SIGMA-ALDRICH 47910-
100G). 
Figura 4.2.c: Esquema del protocolo final 
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Se utilizaron tres soluciones de entrecruzamiento: 
Solución 1: 
Para preparar la primera solución, se mezclaron 0,17g de NHS, 654µl de EDC en 50 ml de 
etanol mediante un agitador magnético. Se incorporaron después los precipitados 
preparados y se esperó el día siguiente para observar de nuevo los filamentos [46]. 
Después, se recogieron y se pusieron en agua destillada para observar cómo reaccionaban 
en este solvente. 
Solución 2: 
La segunda solución de entrecruzamiento necesitó la dilución de 2g de ácido fumárico en 50 
ml de etanol mediante un agitador magnético. Se introdujeron los precipitados y se les 
dejaron durante una noche en esta solución [47]. Los precipitados fueron puestos el día 
siguiente en agua destillada.  
Solución 3: 
Para el tercer protocolo de entrecruzamiento en solución, se utilizó 5mg de DMAP y 654µl 
de EDC diluido en 25 ml de etanol mediante un agitador magnético. Se sumergieron los 
precipitados en la solución y se puso el conjunto en un medio mantenido a 4°C (nevera del 
laboratorio). 
La tabla siguiente resume como se prepararon los medios de entrecruzamiento. 
 
Ensayos Proporciones y agentes 
de activación 
Medios 
1a 0,17g de NHS ; 654µl de 
EDC 
50 ml de etanol 
2a 2g de ácido fumárico 50 ml de etanol 
3a 5mg de DMAP ;  654µl de 
EDC 
25 ml de etanol 
Tabla 4.5: Medios de entrecruzamiento  
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B) Entrecruzamiento mediante procedimiento físico  
Para el protocolo de entrecruzamiento mediante activación térmica al horno los precipitados 
fueron lavados dos veces en etanol y puestos en un vidrio de reloj antes de ser introducidos 
en el horno. Por un lado las muestras fueron calentadas a 60°C durante una noche y por 
otro a 150°C durante 5, 10, 15, 30 minutos y una hora.  
Los filamentos puestos al horno a 60°C tenían la misma composición que los precipitados 
descritos en el párrafo anterior. Estos fueron previamente puestos una noche en la solución 
2 (ácido fumárico), lavados con etanol e introducidos después en el horno durante una 
noche. 
Los que fueron sometidos al horno a 150°C también tenían la composición descrita 
anteriormente pero no se les sometió a ningún entrecruzamiento en solución. Se pusieron 
directamente al horno de acuerdo con los tiempos indicados antes. 
Los últimos filamentos entrecruzados al horno a 150°C durante 30 minutos contenían polvos 
de HA. Se prepararon de acuerdo con el protocolo descrito en el párrafo 4.2.1. El medio de 
inyección donde fueron precipitados era una solución saturada en iones de nitrato de calcio 
diluidos en 25 ml de etanol.  
 
4.2.2.2. Entrecruzamiento de los filamentos 
Los filamentos fueron caracterizados con dos técnicas (descritas en el párrafo siguiente). 
Previa a su caracterización se lavaron los filamentos con agua destilada hasta obtener 
conductividad constante. Luego, se pusieron en nitrógeno líquido algunos minutos y se 
liofilizaron a fin de eliminar toda el agua de los filamentos. 
Los filamentos que fueron analizados al microscopio SEM fueron sometidos a diferentes 
tratamientos de secado antes de su observación:  -­‐ Fueron puestos en nitrógeno líquido algunos minutos y liofilizados durante 24 horas  -­‐ Fueron secados con un papel y puestos en una estufa a 37°C durante una noche. 
 
4.3. Técnicas de caracterización  
El microscopio electrónico de barrido (MEB) y la difracción de los rayos X (DRX), son las 
técnicas empleadas para estudiar respectivamente la topografía de las superficies de las 
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muestras obtenidas en el proyecto, las fases minerales presentes y la cristalinidad. En esa 
parte, se describe brevemente el principio de funcionamiento de estas técnicas. 
 
4.3.1. Difracción de los rayos X 
La difracción de los rayos X (DRX) es una técnica de caracterización que permite identificar 
las fases minerales de los materiales cristalinos (rocas, materiales cerámicos etc) tanto en 
su aspecto cualitativo como cuantitativo. Esta técnica se basa en la dispersión coherente del 
haz de rayos X por parte de la materia y en la interferencia constructiva de las ondas que 
están en fase. Los Rayos X tienen longitudes de onda de Angstroms, del mismo orden que 
las distancias interatómicas de los componentes de las redes cristalinas. Al ser irradiados 
sobre la muestra a analizar, los rayos X se difractan en determinadas direcciones del 
espacio, con ángulos que dependen de las distancias interatómicas. El fenómeno de la 
difracción puede describirse con la ley de Bragg que predice la dirección en la que se da 
interferencia constructiva entre haces de rayos X:  
n.  = 2.d hkl.      (Eq.1) 
n : número entero (orden de reflexión) ;  : longitud de onda de los rayos X ;  : ángulo de 
difracción de los rayos X ; d hkl : la distancia entre los planos interatómicos 
La Figura 4.3.a ilustra el fenómeno de difracción de los rayos X de un cristal para una familia 
de planos reticulares específica. Los rayos X inciden sobre un cristal y se difractan 
direcciones específicas de acuerdo con la familia de planos que cumplen la ley de Bragg. 
Los rayos difractados están recogidos por un detector que mide las intensidades de los 
rayos X difractados en las varias direcciones. Las ondas difractadas producirán intensidad 
máxima en un detector si la diferencia entre las trayectorias de los rayos es un número 
entero de veces la longitud de onda de los rayos X empleados n . La adquisición de los 
datos se realiza gracia a una unidad de control y el proceso de los espectros o 
difractogramas obtenidos se realizó utilizando un software basado en los datos de las hojas 
ASTM (American Society for Testing and Materials). La posición de los picos de difracción 
permite identificar las estructuras o fases cristalinas presentes y por lo tanto determinar la 
composición cristalográfica de la muestra analizada (geometría, tamaño y modelo de la 
unidad celular de los cristales). 
 




La ventaja principal de este método es la medición precisa de intensidades y la capacidad 
de realizar estimaciones semi-cuantitativas, teniendo en cuenta que el porcentaje de una 
especie mineral es proporcional al área de los picos registrados en el difractograma.  
El equipo que se utilizó para los análisis de nuestras muestras proviene del centro de 
investigación en Nano ingeniería (CRNE) de la Universidad Politécnica de Barcelona. El 
centro dispone de tres equipos de difracción (marca Bruker D8 Advance) de rayos-X 
preparados para la difracción de polvos. El equipo permite medir espectros de polvos en 
modos de ángulos acoplados o modo de barrido del detector para ángulos de incidencia 
fijos. Es posible determinar presencia de fases cristalinas o amorfas, determinación 
cualitativa de fases y espectros de calidad suficiente para realizar análisis de Rietveld.  
 
4.3.2. Microscopio electrónico de Barrido (SEM) 
Le MEB es un microscopio que permite obtener imágenes de la superficie de los materiales 
en tres dimensiones con una resolución muy alta, del rango nanométrico. Este instrumento 
utiliza un haz de electrones para analizar la superficie de la materia orgánica y inorgánica y 
así dar informaciones sobre la topografía de la muestra analizada. Se compone de : -­‐ Una unidad óptica-electrónica (cañón a electrones) , que genera el haz que se 
desplaza sobre la muestra -­‐ Una lente magnética que enfoca los electrones para obtener un haz muy fino 
Figura 4.3.a: Esquema del fenómeno de difracción de rayos X sobre un cristal 
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-­‐ Una unidad de detección de las señales (detectores) que se originan en la 
muestra, seguida de un sistema de amplificación adecuado -­‐ Un sistema de visualización de las imágenes (tubo de rayos catódicos) -­‐ Un sistema de vacío que permite hacer el vacío en el recinto donde se situa la 
muestra  
Esta técnica consiste en explorar la superficie del objeto con un haz de electrones focalizado 
mediante líneas sucesivas.  Cuando el haz de electrones impacta la superficie, se producen 
varias reacciones: los electrones secundarios y retrodispersados emitidos por la muestra 
están recogidos selectivamente por detectores que transmiten una señal a un monitor 
catódico (los electrones secundarios y retrodispersados emitidos están amplificados). Se 
sincroniza el detector con el barrido del haz de electrones en la superficie del objeto para 
formar una imagen. Así se obtienen informaciones sobre la topografía de la muestra y la 
repartición química de los elementos presentes a su superficie. Con esa técnica, se puede 
observar detalles hasta 1 o 2 nanómetros de resolución.  
El MEB que se utilizó para los análisis de las muestras proviene del centro de investigación 
en Nano ingeniería (CRNE) de la Universidad Politécnica de Catalunya. Es un microscopio 
de haz de iones focalizados Zeiss Neon 40 con doble columna iónica y electrónica (Cañón 
FIB de Galio 1pA-50nA, 2-30 kV, resolución 7nm). 
 
 
Figura 4.3.b: Microscopio de haz de iones focalizados Zeiss Neon 40 del centro de 
investigación en Nanoingeniería (CRNE) de la Universidad Politécnica de 
Catalunya 
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4.3.3. Viscosimetría rotacional  
La viscosimetría rotacional es una técnica sencilla que permite medir la viscosidad de los 
fluidos. El principio de funcionamiento se basa en el análisis del cizallamiento de un fluido 
que se escurre entre dos superficies: una es estática mientras que la otra puede moverse y 
gira a una velocidad angular constante. El viscosímetro mide la par necesaria para hacer 
girar la varilla. La viscosidad está relacionada a la par de torsión, a la velocidad angular y al 
rayo exterior del elemento móvil, así que al rayo interior de la superficie estática. Este tipo de 
instrumento es ideal para caracterizar de los medios altamente viscosos tal como un 
polímero fundido.  Permite estudiar el comportamiento geológico de estos medios por el 
control de la velocidad de rotación. 
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5. Resultados y Discusión 
En este capítulo se exponen y se discuten los resultados obtenidos. Se detallan y explican 
las series de ensayos de la sección 4.3. y se exponen los resultados de los análisis de DRX 
y SEM. 
5.1. Evaluación de los polímeros 
Una primera serie de ensayos fue necesaria para elaborar el protocolo experimental descrito 
anteriormente. Las soluciones poliméricas, previamente diluidas en agua destilada fueron 
incorporadas lentamente a la solución de iones de fosfatos de 3,7 mol/l. El objetivo de este 
experimento era determinar cuál de los hidrogeles citados toleraba la concentración  iónica 
más elevada. El párrafo siguiente resume las diferentes observaciones:  -­‐ la gelatina, la hypromelosa y la 2-HEC no se pueden mezclar con la solución de 
iones de fosfatos ya que se formaron geles no inyectables.  -­‐ la mezcla “CMC/iones de fosfatos” con las concentraciones propuestas resultó en 
una solución suficientemente viscosa para ser inyectable. Se observaron los mimos 
resultados con las soluciones de Na-CMC. 
Cuando se intentó mezclar estos mismos polímeros con iones de calcio primero, se observó 
la formación de un gel y un precipitado blanco que se hinchó al inyectar para la gelatina y la 
CMC respectivamente. En cambio, las 2-HEC y HPMC se mezclaron con los iones de calcio 
pero al inyectar en la solución de fosfatos, se obtuvieron precipitados que se hincharon y 
que flotaban en la superficie de la solución. 
Por fin, se estableció el protocolo descrito en los párrafos anteriores, es decir empezar por 
mezclar el polímero con los iones de fosfatos primero, y seguir inyectando en las soluciones 
de calcio.  
Se obtuvieron resultados interesantes precipitando soluciones de concentración 1,9.10-4 
mol/l y 4,6.10-5 mol/l de Na-CMC (Mw = 250 000 g/mol) y Na-CMC de Mw = 700 000 g/mol 
respectivamente. Los filamentos extruidos mediante las agujas de 250µm de diámetro 
respectaban los requisitos iniciales (viscosidad e inyectabilidad) pero se decidió trabajar 
únicamente con la CMC (Mw = 90 000 g/mol) a fin de reducir el número de parámetros, 
considerando el número de variables que se utilizaron a lo largo de los ensayos (medio de 
inyección, concentración de iones de calcio o de fosfato, concentración de CMC etc). 
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Se eligió una concentración de CMC diluida en agua destilada equivalente a 8.10-4 mol/l para 
los ensayos adicionales porque la solución CMC/iones de fosfatos obtenida combinaba las 
mejores propiedades de viscosidad y inyectabilidad : se pudo inyectar filamentos mediante 
agujas de 250µm de diámetro cuya forma cilíndrica se mantenía al inyectar (con la 
concentración mínima propuesta, 4,4.10-4 mol/l de CMC, la solución era demasiada fluida, 
mientras que era demasiado viscosa con la concentración máxima de 8,9.10-4 mol/l).  
Para todos los ensayos (excepto los donde se hizo variar la concentración de polímero o de 
fosfato), se utilizaron soluciones a inyectar con una concentración de 8.10-4 mol/l de CMC y 
3,7 mol/l de K2HPO4. Para simplificar la lectura, llamamos esta solución “Sol. A”. 
 
5.2. Caracterización de las soluciones precursoras 





K2HPO4+ CMC 8 
CaCl2 (solución acuosa saturada) 7 
CaCl2 (solución saturada en etanol) 7 
Ca(NO3)2 (solución acuosa saturada ) 5 
Ca(NO3)2 (solución saturada en etanol) 5 
 
A continuación, se midió la viscosidad de la solución Sol. A en dos estados diferentes: una 
solución de CMC recién hecha y una solución conservada durante dos meses que se hizo al 
Tabla 5.1: Valores de pH de las soluciones usadas 
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principio del proyecto. Se incrementó la velocidad de cizalla de 0 hasta 600 s-1.Los gráficos 




Figura 5.2.a: Viscosidad de la solución recién preparada de CMC 
Figura 5.2.b: Viscosidad de la solución de CMC-2 meses 
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En cada gráfico, se observa que la viscosidad disminuye a medida que se incrementa el la 
velocidad de cizalla. Este tipo de comportamiento es característico de los fluidos 
reofluidificantes también llamados no-newtonianos. Así, se utilizó a lo largo del proyecto un 
fluido que sigue el modelo no-newtoniano. Además este test nos permite afirmar que la 
solución de CMC/hidrogenofosfato de potasio es estable durante dos meses, ya que la 
solución tiene el mismo perfil de viscosidad. 
 
5.3. Mineralización de CMC a alta concentración de hidrogel 
5.3.1. Estudio de las variables de procesado 
Este apartado resume como afectan el medio de dilución de los iones de calcio, la 
naturaleza y la concentración de las sales de calcio del medio de inyección, así como la 
adición del agente de nucleación en la solución a inyectar. Se utilizó la solución Sol. A para 
estos ensayos. 
 
5.3.1.1. Medios de inyección con concentración de iones de calcio fijada 
Al inyectar la solución Sol A en los medios de inyección de la tabla 4.3 con una aguja de 
250µm de diámetro, se forman filamentos de manera instantánea. El día siguiente, se 
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Ensayos Medio en el que 




1 CaCl2 / Etanol 
(1,3mol/l de Ca2+) 
Filamentos definidos, 
bastante rígidos,  no 
se reducen a polvo 
cuando se manipula 
con una pinza 
 
2 CaCl2 / Etanol 
(1,7mol/l de Ca2+) 
Filamentos definidos, 
bastante flexibles y 
blandos, no se 
reducen a polvo 
cuando se manipula 
con una pinza 
 
3 CaCl2 / Etanol 
(2mol/l de Ca2+) 
Filamentos definidos, 
flexibles y blandos, no 
se reducen a polvo 
cuando se manipula 
con una pinza 
 




definidos, se reducen 
a polvo cuando se 
manipula con una 
pinza 
 




definidos, se reducen 
a polvo cuando se 
manipula con una 
pinza 
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definidos, se reducen 
a polvo cuando se 
manipula con una 
pinza 
 
7 Ca(NO3)2 / Etanol 
(2,4 mol/l de Ca2+) 
Filamentos definidos, 
bastante flexibles y 
blandos, no se 
reducen a polvo 
cuando se manipula 
con una pinza  
8 Ca(NO3)2 / Etanol 
(2,6 mol/l de Ca2+) 
Filamentos definidos, 
bastante flexibles y 
blandos, no se 
reducen a polvo 
cuando se manipula 
con una pinza 
 
9 Ca(NO3)2 / Etanol 
(2,7 mol/l de Ca2+) 
Filamentos definidos, 
bastante flexibles y 
blandos, no se 
reducen a polvo 
cuando se manipula 
con una pinza 
 
10 Ca(NO3)2 / H2O 
destilada (2,4 
mol/l de Ca2+) 
precipitados no 
definidos, se reducen 
a polvo cuando se 
manipula con una 
pinza 
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11 Ca(NO3)2 / H2O 
destilada (2,6 
mol/l de Ca2+) 
precipitados no 
definidos, se reducen 
a polvo cuando se 
manipula con una 
pinza  
12 Ca(NO3)2 / H2O 
destilada (2,7 
mol/l de Ca2+) 
precipitados no 
definidos, se reducen 
a polvo cuando se 




Se observó que los filamentos tienen una forma cilíndrica más definida en etanol 
(ejemplos: ensayos 3 y 6) y mejor resistencia mecánica ya que no se deshacen lo cual 
permite su manipulación. Se observó que los filamentos mantienen mejor su  forma a 
medida que la concentración de Ca2+ se incrementa (ejemplos : ensayos 10 y 12) y 
cualitativamente son más resistentes cuando se manipulan con un pinza. 
No se notó una gran diferencia entre Ca(NO3)2 y CaCl2 en etanol (ejemplos : ensayos 3 y 
9). En cambio cuando el solvente es agua, los filamentos se definen más con el Ca(NO3)2 
(ejemplos : ensayos 6 y 12) lo cual se puede explicar por las concentraciones más altas 
permitidas por la solubilidad más alta del nitrato de calcio. 
Al aumentar las concentraciones, los filamentos son más definidos y toman una forma 
cilíndrica. Esta observación se puede justificar por el hecho de que la fuerza motriz de 
penetración de los iones de calcio en el hidrogel aumenta con la concentración, los dos 
tipos de iones (calcio y fosfato) presentes en la solución tienen más probabilidades de 
encontrarse y precipitar. 
El etanol ofrece un mejor mantenimiento de la forma de los filamentos extruidos porque la 
carboximetilcelulosa no es soluble en etanol. Al entrar en contacto con el medio de inyección 
el hidrogel  se contrae y una parte de los iones fosfato contenidos en el hidrogel se 
encuentran evacuados hacia la superficie lo favorece una precipitación superficial. 
Tabla 5.2: Descripción de los filamentos según el medio de inyección, 
concentración de calcio fijada 
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5.3.1.2. Medios de inyección saturados en iones de calcio 
La solución Sol. A fue inyectada mediante una aguja de 250µm de diámetro en los 
medios de inyección saturados de la tabla 4.4, es decir, con concentraciones de calcio 
superiores a los valores del apartado anterior. La tabla 5.3 compara los valores de 
concentración de los medios saturados y los medios con concentración fijada. 
Se observó que los precipitados se hinchan más al inyectar en las soluciones saturadas. Se 
obtuvieron filamentos definidos de forma cilíndrica regular para cada medio de inyección. 
Son todos blandos y flexibles. A diferencia de los filamentos obtenidos en agua destilada de 
la tabla 5.1.a, no son tan frágiles ya que ninguno se rompe o deshace  al manipular. 
Además, proporcionan suficiente resistencia mecánica para estar manipulados. 
Se obtienen mejores filamentos cuando el medio de inyección está saturado en sales de 
calcio. Ellos proporcionan mejor resistencia mecánica lo que facilita las manipulaciones en 
laboratorio. A continuación, se decidió seguir trabajando con medios de inyección saturados 







de sales de 
calcio en medios 
saturados [mol/l] 
Concentración 
fijada de sales 
de calcio 
[mol/l] 











Tabla 5.3: Tabla comparativa de las concentraciones de los medios de inyección 
saturados y los medios de inyección con concentración fijada 





5.3.1.3. Efecto de la adición de polvo de HA  
Se recuerda al lector que se estudió también el efecto de introducir en el hidrogel 
nanopartículas de HA previamente sintetizadas, con la idea de que actuaran como agente 
de nucleación para facilitar la precipitación y aumentar la viscosidad de la solución a 
inyectar. 
Al inyectar la solución Sol. A/polvo de HA en las varias soluciones de calcio saturadas, se 





Figura 5.3.a: Filamentos obtenidos en medios saturados   a) 
CaCl2-etanol  b) CaCl2-H2O  c) Ca(NO3)2-etanol  d) 
Ca(NO3)2-H2O 












CaCl2 Etanol 3,4 
Filamentos extruidos 
definidos, duros y difícil 
a romper con una pinza 
CaCl2 H2O destilada 6,7 
Filamentos extruidos 
definidos y duros pero 








definidos, duros y difícil 




H2O destilada 10,3 
Filamentos extruidos 
definidos y duros 
difíciles de romper con 
una pinza 
 
En esta serie de experimentos también se observó que los filamentos obtenidos en etanol 
presentaban “mejores propiedades mecánicas” ya que no se rompían fácilmente. Sin 
embargo, todos los filamentos se hinchaban al inyectar. La diferencia respecto a los 
filamentos sin polvo fue que los filamentos con HA quedaban bien definidos tanto en agua 
destilada como en etanol.  
 
Tabla 5.4: Descripción de los filamentos obtenidos con la adición del polvo de 
HA 







5.3.2. Efecto del entrecruzamiento  
Algunos días después de la precipitación en el medio de inyección, los filamentos obtenidos 
en la sección 5.3 fueron sumergidos en agua destilada para ver si la mineralización ocurrió 
correctamente, es decir, si la precipitación de la fase mineral había sido capaz de 
fusionarse. Resultó que todos los filamentos se deshicieron al sumergirse en agua. 
Entonces, para superar este problema, se intentó entrecruzar químicamente las cadenas de 
polímero según el protocolo de entrecruzamiento. Después del test de reticulación, los 
filamentos fueron puestos de nuevo en agua destilada. 
Los filamentos inyectados en la solución 1 (0,17g de NHS, 654µl de EDC en 50 ml de 
etanol) durante una noche se deshicieron una vez puestos en agua, perdiendo su forma y su 
consistencia. Se observó lo mismo con los filamentos inyectados en la solución 2 (2g de 
Figura 5.3.b: Filamentos obtenidos después de la adición del 
polvo de HA  1) medio con HA-Ca(NO3)2-etanol  2) 
medio con HA-Ca(NO3)2o-H2O  3) medio con HA-
CaCl2-etanol  4) medio con HA-CaCl2- H2O 
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ácido fumárico en 50 ml de etanol) y la solución 3 (5mg de DMAP y 654µl de EDC diluido en 
25 ml de etanol). 
Los filamentos sometidos a 60°C durante una noche no fueron capaces mantener su forma 
al sumergirlos en agua perdiendo su consistencia instantáneamente. Además, los 
entrecruzados a 150°C también terminaron por degradarse aunque a tiempos más largos 
(30 min, una hora) disolviéndose en agua destilada rápidamente.  
A diferencia de los otros filamentos, los que contenían la nano-HA no se disgregaron  
instantáneamente ya que al ponerlos en agua, parecían mantener la forma inicial. Sin 
embargo, se observó que con el paso de los días también se disolvían lentamente al 
sumergirlos en agua destilada perdiendo su forma excepto en el caso de aquellos tratados a 
150°C durante 30 minutos. 
Se supuso que la precipitación no ocurrió de manera completa en el volumen del filamento. 
Para apoyar y confirmar esta hipótesis, se observó la microestructura de los filamentos 
mediante un microscopio electrónico de barrido. 
 
5.3.3. Caracterización de los precipitados  
5.3.3.1. Difracción de rayos X  
Se analizaron mediante difracción de rayos X los precipitados obtenidos en la Tabla 5.2 
(muestras 1, 3 , 4, 6 y 7, 9, 10, 12) para determinar las fases minerales de las muestras. Los 
difractogramas están presentados en el apartado siguiente. 
En la Tabla 5.5 se destacan y se comparan los ángulos teóricos correspondientes a la 





Angulo teórico (°) 
HA 100 31,773 
 60 32,196 
 60 32,902 
 40 25,879 
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 40 49,468 
 30 46,711 
   
Monetita 100 30,188 
 75 26,586 
 70 26,426 
 35 30,409 
 35 32,889 
   
Brushita 100 11,680 
 100 20,934 
 75 29,257 
 50 30,505 
 50 34,155 




Tabla 5.5: Tabla comparativa de los ángulos y intensidades teóricas de 
las fases minerales observadas en los difractogramas 











Los difractogramas obtenidos son variados. En el párrafo siguiente, se detallan tres 
ejemplos de difratogramas de acuerdo con la fases minerales obtenidas. 
Los picos principales del difractograma de la muestra 3 (CaCl2/etanol - 2mol/l de Ca2+) se 
superponen a los picos teóricos del difractograma de la HA y tienen la misma intensidad 
relativa. Por ejemplo, los picos se leen a 25,861° (40%), 31,783° (100%), 32,232° (60%) y 
49,444° (40%). Por eso, se concluye que se precipitaron cristales de HA en esta muestra. 
Además el ancho considerable de estos picos nos permite interpretar que el tamaño de los 
cristales precipitados es nanométrico.  
El difractograma de la muestra 4 (CaCl2/H2O - 1,3mol/l de Ca2+) es totalmente diferente al 
difractograma precedente. Se compararon los picos experimentales con los picos teóricos 
de la Brushita y Monetita. Los picos principales se encuentran a 21,151° (100%), 29,344° 
(75%) y a 30,593° (50%), lo que corresponde a los picos teóricos de la Brushita. Se 
observaron también otros picos experimentales que se superponen a los picos teóricos de la 
Figura 5.3.c: Difractogramas de las siguientes muestras:  a) CaCl2-etanol 
(1,3mol/l de Ca2+)   b) a) CaCl2-etanol (2mol/l de Ca2+)   c) CaCl2-H2O 
(1,3mol/l de Ca2+)  d) CaCl2-H2O (2mol/l de Ca2+)   e) Ca(NO3)2-etanol 
(2,4mol/l de Ca2+)   f) Ca(NO3)2-etanol (2,7mol/l de Ca2+)   g) Ca(NO3)2- 
H2O (2,4mol/l de Ca2+)   h) Ca(NO3)2- H2O (2,7mol/l de Ca2+) 
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HA, pero no tienen la misma intensidad relativa. Por eso, se concluye que se obtuvieron 
precipitados bifásicos ya que se mineralizaron mayoritariamente cristales de Brushita y algo 
de HA. Además, se midió un pH de 4,5 para este medio de inyección, lo que confirma la 
presencia de Brushita. 
En lo que se refiere al difractograma de la muestra 12, los picos principales corresponden a 
los picos teóricos de la Monetita. Pero, en esta muestra también, otros picos experimentales 
fueron observados y se superponen a los picos teóricos de la HA con una intensidad relativa 
diferente. Así, se concluye que se precipitaron mayoritariamente cristales de Monetita 
mayoritariamente con un poco de HA. 
De la misma manera, se concluye que los filamentos de las muestras 1, 7 y 9 están 
compuestos principalmente de cristales de HA. Las muestras 6 y 10 se componen 
principalmente de cristales de Monetita con una minoría de cristales de HA. 
La HA se encuentra como fase mayoritaria en las muestras precipitadas en medio con 
etanol, un solvente menos polar que el agua y por lo tanto menos favorable a la presencia 
de protones en solución que son responsables de la acidez del medio. La naturaleza y la 
concentración de los iones de calcio no parecen influir sobre la formación de cristales HA ya 
que se puede precipitar este mineral tanto con el Ca(NO3)2 como el CaCl2. El único 
parámetro que altera los resultados es el solvente (etanol o agua destilada). Entonces, estos 




5.3.3.2. Microscopia electrónica de barrido  
Se estudió la topografía de la superficie de las muestras con el microscopio electrónico de 
barrido. Este apartado se concentra en el análisis las muestras precipitadas en medios 
sobresaturados de iones de calcio, es decir las muestras obtenidas con y sin la adición del 
polvo de HA.  
A) Superficie de los filamentos sin el polvo de HA  
Las imágenes presentadas corresponden a los filamentos precipitados en los medios de 
inyección saturados (CaCl2-H2O, Ca(NO3)2-etanol, y Ca(NO3)2-H2O) de la tabla 5.4. Se 
recuerda al lector que se trata de los análisis de la solución Sol. A. 
 







Figura 5.3.d: Superficies de filamentos extruidos en soluciones saturadas en iones de 
calcio  a-b) medio saturado en CaCl2-H2O, respectivamente X 50 000 y X 5000  c-d) 
medio saturado en Ca(NO3)2-etanol, respectivamente X 50 000 y X 5000  e-f) medio 
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Se observan claramente cristales en forma de placas (lenticular) en la superficie de los 
filamentos precipitados en el medio saturado en CaCl2-H2O (imagen a) que corresponden a 
la brushita observada en los difractogramas. En la foto c, los cristales no aparecen de 
manera tan clara como en la foto a, pero son mucho más grandes. Según el análisis de los 
difractogramas de DRX, se trata de cristales de HA que precipitaron en la superficie del 
filamento. La precipitación superficial de esta fase mineral en hidrogeles de poliacrilamida 
fue también demostrada por Yokoi et al [48]. Afirmaron que la HA se mineraliza 
preferentemente en la interfaz entre la solución de Ca(NO3)2 y el hidrogel. En la foto f, no se 
distinguen cristales sino que se distinguen una variedad de fases minerales de formas y 
tamaños diferentes.  
A diferencia de las otras superficies, la superficie del filamento precipitado en CaCl2-H2O 
(foto b) parece la más homogénea ya que se encuentran cristales por todas partes del 
filamento. La presencia de los cristales es debido al carácter hidrófilo del hidrogel que 
permite a los iones de calcio contenidos en el solvente de reaccionar con los iones fosfatos 
del hidrogel precipitando el mineral. Sin embargo los iones calcio no son capaces de difundir 
dentro del hidrogel y la mineralización tiene lugar sólo en la superficie del gel. El polímero no 
es soluble en etanol, por eso, le es difícil a los iones de calcio penetrar el filamento para 
formar cristales.  
Esto se traduce en una fase mineral poca formada (imagen c). Además, el tamaño del cristal 
es diferente porque los iones de calcio llegan más rápidamente a la superficie cuando se 
trata de agua y la velocidad de nucleación es entonces mucho más elevada, lo que resulta 
que en la formación rápida de muchos más cristales de menor tamaño. En etanol, la 
nucleación es más lenta, lo que favorece directamente el crecimiento del cristal.   
Se observa la presencia de una capa polimérica en la superficie de todas las muestras que 
recubre los cristales. Esta capa apenas se distingue apenas en la imagen b mientras que es 
muy obvia en la imagen d. Esto es debido a la formación masiva de cristales en la superficie 
del filamento precipitado en agua (imagen a-b), donde el polímero queda recubierto por la 
fase mineral. En etanol, la nucleación es más lenta y tiene lugar con más dificultad, lo que 
resulta en que el polímero quede muy presente a la superficie. 
Estos análisis confirman los resultados de los rayos X. Las fases minerales se forman 
igualmente en las soluciones de iones de calcio diluidas en agua como en las diluidas en 
etanol aunque el proceso de nucleación es mejor en agua. La diferencia principal se observa 
en el tamaño de los cristales.  
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B) Superficie de los filamentos con el polvo de HA  
     
 
En esta muestra, se observan claramente los cristales de HA en la superficie del filamento. 
Son numerosos, pequeños con una forma lenticular. Parecen recubrir la mayoría de la 
superficie del filamento (imagen b), pero aparecen de vez en cuando manchas poliméricas 
en la superficie (imagen c).  
El número de cristales formados se explica por el uso del polvo de HA que actúa como 
agente de nucleación con la finalidad de inducir una mejor precipitación. Se nota que los 
cristales son pequeños y numerosos. Esto es debido a la presencia de la HA que induce una 
precipitación rápida y por lo tanto la formación de pequeños cristales. Parece que la 
precipitación tiene lugar únicamente en superficie ya que se notan dos fases distintas en la 
imagen d (cristales en superficie y en volumen el polímero mezclado a una fase mineral). 
Figura 5.3.e: Imágenes SEM de la superficie de un filamento precipitado con polvo 
de HA, medio saturado en Ca(NO3)2-etanol. (Medio 15)   a) Superficie, X 
50 000  b) Superficie, X 5000  c) Otra superficie, X 20 000  d) Sección 
transversal del filamento, X 35 000 
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Esto puede ser debido a la viscosidad del polímero que es bastante elevada lo que a los 





En esta muestra, se observan también la presencia de cristales de HA en la superficie del 
filamento. Su forma no es tan clara como en la imagen a,  pero la cantidad de fase mineral 
formada es importante. En este caso, la homogeneidad de la superficie esta perturbada por 
zonas que están compuestas de una fase polimérica y fases minerales distintas. 
 
Figura 5.3.f: Imágenes SEM de la superficie de un filamento precipitado con polvo de HA,  
medio saturado en Ca(NO3)2-H2O. (Medio16)  e) Superficie X 50 000  f) Superficie 
X 5000  g) Otra superficie X 50 000  h) Otra superficie X 5000 





Aquí, se nota la presencia de cristales de HA en la superficie del filamento. Son numerosos, 
pequeños y de forma lenticular. Se observa también el problema relacionado con la 
precipitación en volumen. Hay claramente dos fases distintas ya que la mineralización tiene 
lugar únicamente en superficie. Los cristales de las imágenes a e i parecen del mismo 
tamaño y se observan de manera clara. Se ha dicho antes que era más difícil en etanol 
obtener cristales bien formados. Pero, la adición del agente de reticulación parece mejorar la 
nucleación en este solvente. 
 
Figura 5.3.g: Imágenes de la superficie de un filamento precipitado con el polvo de HA, 
medio saturado en CaCl2-etanol. (Medio 13)  i) Superficie, X 50 000  j) Superficie, 
X 20 000  k) Sección transversal del filamento, X 50 000  l) Otra superficie, X 5000 





En la figura 5.3.h, los cristales de HA observados son los más grandes 
(500µmx500µmx20µm). Son numerosos y de forma lenticular. Aunque existen partes con 
fases minerales distintas, la superficie parece homogénea (imagen p).  
Se observó que la superficie de los filamentos extruidos está siempre recubierta por cristales 
con forma lenticular de HA. Es obvio que el polvo de HA desempeña un papel importante en 
la nucleación de los precipitados. En estos filamentos, no se nota (o poco) la capa 
polimérica en la superficie. Eso significa que la nucleación en superficie se hace 
perfectamente gracias al polvo de HA. Sin embargo, parece difícil precipitar en volumen.  
 
Figura 5.3.h: Imágenes SEM de un filamento precipitado con polvo de HA, medio 
saturado en CaCl2-H2O. (Medio 14)  m) Superficie, X 50 000  n) 
Superficie, X 20 000  o) Superficie, X 50 000  p) Superficie, X 1000 
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Cuando se analizan los dos tipos de filamentos (con y sin polvo) al microscopio de manera 
general, es obvio que los precipitados con el polvo de HA tienen una mejor forma de 
extrusión (Figura 5.3.i), no son tan deformados. Además, son gruesos y mucho más 




Gracias a las imágenes SEM, se notó la existencia de dos fases distintas en algunos 
filamentos: por un lado los cristales de HA y del otro lado, la presencia de una fase 
heterogénea donde se mezcla el polímero y otros componentes (Imágenes d y k).  
Se supone que ocurre un fenómeno similar a la osmosis inversa durante el cual se 
considera la superficie del polímero como membrana. La osmosis inversa es un fenómeno 
de difusión que ocurre entre dos soluciones de concentraciones diferentes y separadas por 
una membrana semi-permeable [49]. La diferencia de concentración entre las dos 
soluciones induce un traslado de solvente e iones a través de la membrana, de la solución 
de alta concentración de sales (solvente saturado en iones de calcio) al medio de baja 
concentración (solución que contiene el polímero y los iones de fosfatos) (Figura 5.3.j).  
Los iones de la solución saturada llegan hasta la superficie del precipitado y están frenados 
por la alta viscosidad del medio que contiene el polímero. Es probable que la concentración 
de CMC este demasiada elevada lo que resulta que no permite el movimiento de difusión de 
los iones de calcio y fosfato libremente dentro del filamento. Una probable explicación a la 
Figura 5.3.i: Comparación entre los dos tipos de filamentos. 1) con polvo de HA (X 75), 
2)  filamento sin polvo de HA (X 75) 
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precipitación en superficie que se observa en las figuras anteriores que los iones de fosfato 
y de calcio se encuentran en mayor parte en la superficie precipitando cristales de HA lo que 
aumenta aún más la impermeabilidad de la superficie y resulta en una precipitación muy 
poco homogénea.  
Esto explicaría la presencia de los cristales en las superficies de los precipitados y la 
presencia de dos fases distintas. Así, esto confirma la hipótesis según la cual la precipitación 
no está completa dentro del filamento, y explica porqué los filamentos precipitados se 
deshacen cuando se extraen del medio de inyección y se ponen en agua destilada. 





Se observó también dos fases en la superficie de uno de los filamentos que fue sometido a 
un test de entrecruzamiento térmico (150°C, 30 min). Las fotos SEM de la figura 5.3.k 
describen las superficies del filamento. 
Figura 5.3.j: Esquema del fenómeno difusión de los iones que ocurre en 
los filamentos 
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En este filamento, los cristales se encuentran también en el volumen. Se notó que están 
totalmente recubiertos por una capa densa, probablemente polimérica (fotos A y B) ya que 
se puede ver las formas de los cristales debajo del polímero. Las fotos C y D que 
representan las secciones transversales de los precipitados, confirman que existen dos 
fases distintas. Se supone que al calentar, la cantidad de agua contenida en el hidrogel se 
evapora, lo que resulto que el hidrogel se desplaza hasta la superficie, y los cristales de HA 




Figura 5.3.k: Imágenes SEM de las superficies de un filamento puesto a temperatura alta, 
150°C durante 30 minutos  A) Superficie, X 20 000   B) Superficie, X 5 000  C) 
Superficie, X 25 000  D) Superficie, X 1250 
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A fin de permitir mejor movilidad de los iones hacia el volumen del filamento, se decidió 
disminuir la concentración y trabajar con soluciones poliméricas de baja concentración. Para 
los ensayos siguientes, se estudió el efecto de la variación de concentración de CMC. 
 
 
5.4. Estudio de la variación de las concentraciones de CMC y 
iones de fosfato 
En este apartado, se detalla primero como afectan la variación de concentración de CMC en 
el hidrogel (sección 5.4.1) y luego la variación de concentración de sales de fosfato (sección 
5.4.2). En la ultima sección (sección 5.4.3), se presentan las imágenes SEM de los 
filamentos obtenidos. 
 
5.4.1. Estudio de la variación de la concentración de CMC 
Se prepararon previamente soluciones poliméricas de concentración de 1,1.10-4 mol/l, 
4,4.10-4 mol/l y 5,3.10-4 mol/l de CMC diluidas en agua destilada y mezcladas con 3,7 mol/l 
de iones de fosfato (Protocolo párrafo 4.2.1.1). Las tres soluciones a inyectar obtenidas 
fueron después inyectadas en las cuatro soluciones saturadas en iones de calcio de la tabla 
4.4. El hidrogel de concentración 1,1.10-4 mol/l de CMC fue inyectado con una aguja de 
100µm de diámetro mientras que los otros hidrogeles fueron inyectadas con aguja de 
250µm de diámetro. 
Los filamentos obtenidos con las concentraciones de 4,4.10-4 mol/l y 5,3.10-4 mol/l fueron 
definidos con una forma cilíndrica en todos los medios de inyección. Proporcionaron 
suficiente resistencia mecánica para estar manipulados. fueron muy finos y blandos. Los 
filamentos extruidos con la más baja concentración fueron extremadamente finos, lo que 
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El objetivo era precipitar filamentos con el diámetro el más pequeño posible para limitar el 
recorrido de los iones de calcio hacia el centro del filamento.  
A continuación, se decidió aumentar la concentración de los iones de fosfatos para trabajar 
con soluciones saturadas de iones de fosfato y así para optimizar la precipitación. Se decidió 
seguir los ensayos con la solución de CMC a 1,1.10-4 mol/l para analizar el efecto del 
incremento de la concentración en iones de fosfato sobre los filamentos de 100µm. 
 
 
5.4.2. Estudio de la variación de la concentración de sales de fosfato 
Se recuerda al lector que se prepararon otras soluciones de iones de fosfato además de la 
solución de 3,7 mol/l de K2HPO4. La primera era saturada con una concentración de 7,3 
mol/l, y las siguientes tenían concentraciones de 5,5 mol/l y 4,6 mol/l de K2HPO4. 
Figura 5.4.a: Ejemplos de filamentos obtenidos haciendo variar las concentraciones de 
CMC  a) CMC (5,3.10-4 mol/l)-Ca(NO3)2 –H2O  b) CMC (1,1.10-4 mol/l)- 
Ca(NO3)2 –H2O  c) CMC (4,4.10-4 mol/l)- CaCl2 –H2O 
Pág. 80  Memoria 
 
Al mezclar la solución de fosfato saturada con la solución polimérica de 1,1.10-4 mol/l de 
CMC, se observó la formación de un gel. Por eso se disminuyó la concentración de fosfato a 
5,5 mol/l. Ocurrió lo mismo con la segunda solución. En cambio, con la solución de 4,6 mol/l 
de K2HPO4, se obtuvo una solución con una viscosidad muy baja que se podía inyectar con 
una aguja 100 µm de diámetro.  
Al inyectar, esta solución (de 4,6 mol/l de K2HPO4 mezclado con 1,1.10-4 mol/l de CMC) en 
los medios acuosos saturados de iones de calcio 14 y 16 de la tabla 4.4 (respectivamente 
CaCl2 -H2O con 6,7 mol/l de Ca2+ y Ca(NO3)2-H2O con 10,3 mol/l de Ca2+), se formaron 
filamentos extremadamente finos de forma cilíndrica, pero que fueron todavía poco 
resistentes. En ensayos complementarios, se obtuvieron filamentos semejantes en 




A continuación, se analizaron las superficies de estos filamentos mediante el microscopio 
SEM. 
 
Figura 5.4.b: Filamentos de 100 micrómetros precipitados en 
agua destilada 
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5.4.3. Microscopía electrónica de barrido 
Algunos filamentos obtenidos haciendo variar la concentración de polímero y iones de 
fosfatos fueron analizados al microscopio SEM. Se analizaron los filamentos que tenían una 
concentración de 1,1.10-4 mol/l de CMC mezclados con 3,7 mol/l de iones de fosfato y 
precipitados en una solución acuosa saturada en sales de Ca(NO3)2.  




Se puede observar en la figura 5.4.c la presencia de cristales en la superficie de los 
precipitados (imagen a, b y c) recubiertos por una capa polimérica. Su grosor varía según 
las partes del filamento con una heterogeneidad de superficie, donde se pueden distinguir 
en algunas partes los cristales (imagen c). En cambio, en la sección transversal de la 
Figura 5.4.c: Filamentos con una concentración de CMC 1,1.10-4 mol/l  a) Superficie, 
X50 000  b) Superficie, X10 000  c) Superficie, X 10 000  d) Sección 
transversal X 5 000 
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imagen d, se observan cristales tanto en la superficie como en el centro del precipitado. Así, 
se supone que el fenómeno de osmosis inversa no impidió la precipitación en el volumen. 
Sin embargo la mineralización total de los filamentos no ocurrió ya que se observan unos 
agregado de cristales aislados de los demás. Sin embargo la reducción de la concentración 
en CMC permitió a los iones de las soluciones desplazarse dentro del filamento. Se mejoró 
la fuerza motriz de penetración de los iones de calcio. 
 
Los filamentos obtenidos con la concentración de fosfato de 4,6 mol/l de K2HPO4, mezclado 
con el hidrogel de 1,1.10-4 mol/l de CMC y precipitados en los medios acuosos saturados de 
iones de calcio (CaCl2 -H2O con 6,7 mol/l de Ca2+ y Ca(NO3)2-H2O con 10,3 mol/l de Ca2+) 




Figura 5.4.d: Filamentos obtenidos variando la concentración de iones de fosfatos  e) 
Superficie de los filamentos precipitados en un medio saturado de CaCl2 -
H2O, X 5000  f) Superficie de los filamentos precipitados en un medio 
saturado de Ca(NO3)2-H2O, X 20 000 
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Se nota en la figura 5.4.d que es muy difícil observar los cristales ya que ellos son 
recubiertos por una capa gruesa de polímero. Se supone que estos cristales existen pero 
que la capa polimérica es demasiada gruesa para notar algo. La hipótesis sobre esta 
imagen es que quizás se forma un gel al inyectar la solución de iones de calcio y el polímero 
pero que este gel es demasiado sutil para estar observado a simple vista. 
 Estos ensayos mostraron que existe a lo mejor una concentración limite situada entre 3,7 
mol/l y 4,6 mol/l de K2HPO4, con la cual se puede mezclar el polímero y la solución de iones.. 
No se puede afirmar que la concentración habitual de 3,7 mol/l que se utiliza a lo largo de 
los ensayos es la mejor, pero parece suficientemente elevada para proporcionar los iones 
de fosfatos necesarios a la mineralización de los filamentos con capa polimérica bastante 
fina. Sería interesante estudiar la variación de concentración de los iones de fosfatos con 




5.5. Impresión tridimensional: el robocasting  
Se intentó imprimir filamentos con la solución Sol. A de 8.10-4 mol/l de CMC y 3,7 mol/l de 
K2HPO4 mediante la técnica del robocasting. Se siguió dos protocolos: 
1) inyectar los filamentos sobre una superficie y añadir después de la impresión la 
solución de iones de calcio (solución de nitrato de calcio con una concentración fijada de 
2,6 mol/l)  
2) inyectar la solución de fosfato/polímero directamente en la solución de iones de 
calcio (mismo medio de inyección) 
Este ensayo no permitió construir estructuras en 3D ya que los filamentos extruidos no se 
podían apilar por falta de resistencia mecánica. Una solución posible sería aumentar la 
viscosidad de las muestras para proporcionar mejores propiedades mecánicas. Pero esto 
implica una menor precipitación en el volumen del gel. Por lo tanto, la mejor estrategia seria 
encontrar la combinación perfecta que juntara todos los requisitos mencionados a lo largo de 
este proyecto.  
 
 





Figura 5.5.a: Filamentos obtenidos con el robocasting 
(protocolo 1) 
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6. Conclusión  
El análisis por difracción de rayos X permitió determinar la composición mineral de los 
filamentos formados en CMC enriquecida en fosfato, al ser extruida en el seno de una 
solución rica en iones de calcio. Mayoritariamente precipitan cristales de HA en filamentos 
inyectados en solución de etanol mientras que se obtienen filamentos con cristales de 
brushita, monetita y hidroxiapatita cuando se extruyen en el seno de una solución acuosa.  
El análisis por microscopía electrónica de barrido reveló la presencia de cristales en la 
superficie de los filamentos. En cambio no se observaron cristales de fosfato de calcio en el 
interior de los filamentos cuando se usaron concentraciones altas de CMC. Cuando se 
disminuyó ésta concentración, se observaron cristales tanto en la superficie como en el 
centro del precipitado pero no se consiguió la mineralización completa de los filamentos.  
La explicación de este comportamiento podría ser que con concentraciones elevadas de 
polímero, la viscosidad elevada del medio limita el movimiento de los iones en solución. Esto 
se traduce, basándonos en las imágenes de microscopía, en la existencia de dos fases 
distintas y la presencia de cristales únicamente en superficie. La disminución de la 
concentración del polímero a 1,1.10-4 mol/l y del diámetro de la aguja de inyección permitió 
observar cristales en el interior del filamento debido a la disminución de la distancia y la 
mayor facilidad de difusión de los iones de calcio hacia el interior. Aumentar la concentración 
de iones de fosfato no mejoró la precipitación de HA sino que conllevó la gelificación del 
polímero, evitando su inyección.  
A lo largo de los ensayos, la mejor combinación de CMC/iones de fosfato resultó ser la de 
8.10-4 mol/l de CMC y 3,7 mol/l de K2HPO4 porque cumplían los requisitos de obtener una 
solución inyectable y suficientemente viscosa para mantener su forma cilíndrica una vez 
inyectada. Sin embargo, queda el problema de la solubilidad y degradación instantánea de 
estos filamentos en agua. La disminución de la concentración de CMC a 1,1.10-4 mol/l 
permite obtener filamentos extremadamente finos (100 micrómetros) pero en contrapartida 
pierden resistencia mecánica y son más difíciles de manipular. 
Para ensayos futuros, sería interesante variar la concentración de iones de fosfato en la 
CMC a fin de acercarse de la concentración límite por la cual los iones de fosfato y el 
polímero son miscibles y proporcionar una cantidad suficiente de fosfatos para optimizar la 
mineralización de los precipitados. 
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7. Costes e Impacto ambiental del proyecto 
7.1. Costes del proyecto 
Los costes estimados para este proyecto están descritos en las líneas siguientes. Se 
reparten en tres grupos:  -­‐ Costes de los reactivos utilizados  -­‐ Costes de las técnicas y máquinas de caracterización (Equipamiento) -­‐ Costes del personal que ayudó durante el proyecto 
 
 
A) Materiales y reactivos  
 
Materiales Precio [euros/unidad] Precio total [euros] 
Agujas (100µm) 4,8 48 
Agujas (250µm) 0,6 17,16 
Reactivos Precio [euros/g o ml] Precio total [euros] 
CMC (Mw = 90 000) 0,156 12,48 
K2HPO4 0,17 68,24 
CaCl2 0,07 20,61 
Ca(NO3)2 0,0874 50,4 
EDC 13,24 34,64 
NHS 10,55 3,8 
DMAP 1,076 10,76 
Acido fumárico 0,223 0,892 
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Ca(OH)2 0,21 7,78 
H3PO4 0,857 17,58 
Coste total materiales y reactivos 292,342 euros 
 
 
B) Técnicas y máquinas de caracterización 
 
Técnicas Precio por hora 
[euros/h] 
Precio total [euros] 
SEM 35 420 
DRX 7 21 
Horno 8 24 






Tabla 7.1: Costes de los materiales y los reactivos utilizados  
Tabla 7.2: Costes estimados de las técnicas y maquinas utilizadas 




Personal Precio por hora [euros/h] Precio total [euros] 











El coste total del proyecto está presentado en la tabla siguiente: 
 
 Costes (euros) 
Materiales y reactivos 292,342 
Equipamiento 465 
Personal 12615 
Coste total del proyecto 13 372, 342 euros 
 
Tabla 7.3: Coste estimado del personal  
Tabla 7.4: Coste total estimado del proyecto 
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7.2. Impacto ambiental 
El objetivo de este proyecto es obtener precipitados mineralizados para aplicaciones 
biomédicas. Por lo tanto, tiene un impacto social significativo y considerable ya que 
contribuye a la fabricación de materiales reabsordibles y biocompatibles. La mineralización 
de los filamentos compuestos de carboximetil celulosa, ella misma, no requirió el uso de 
reactivos tóxicos que podrían tener efectos medioambientales, porque se necesitaron para 
la síntesis, reactivos biocompatibles.  
Sin embargo, los ensayos de entrecruzamiento químicos requieren el uso de una pequeña 
cantidad de reactivos tóxicos (DMAP) que pueden ser peligroso para el entorno y la salud de 
la persona que le utiliza. En lo que se refiere al entrecruzamiento químico, el uso del horno 
para calentar las muestras necesitó una alimentación eléctrica y por lo tanto implica gastos 
de energía. Además, la síntesis del polvo de hidroxiapatita necesitó el uso del ácido fosfórico 
H3PO4 y del hidróxido de calcio Ca(OH)2 que deben ser manipulados con precaución en 
campana ventilada. Durante la manipulación de estos reactivos, las consignas de seguridad 
fueron respetadas (guantes, bata, campana, ventilación etc) y los residuos se desecharon 
en contenedores especiales (soluciones ácidas separadas de las soluciones básicas). 
La caracterización de los productos mineralizados se hizo mediante técnicas de 
caracterización (Microscopio SEM y DRX) que consumen electricidad y que requieren un 
sistema de refrigeración. Tienen seguramente efectos medioambientales pero el uso de 
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